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Ein quantitatives Verfahren zur Analyse der Serumproteine 
durch Papierelektrophorese 


Von 
W. Gra8mann und K. Hannig 
Aus der Forschungsstelle fiir EiweiB und Leder in der Max-Planck-Gesellschaft, Regensburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1951) 


Man verdankt Tiselius! die Méglichkeit, Gemische von EiweiB- 
korpern auf Grund der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit 
im elektrischen Feld in ihrer Zusammensetzung exakt zu analysieren 
und in ihre Komponenten zu zerlegen. Der damit erschlossene Weg, 
der an praktischer Bedeutung fiir die Proteinchemie den Methoden 
der Ultrazentrifuge mindestens gleichkommt, hat vor allem fiir die 
klinisch wichtige Serumanalyse eine iiberragende Bedeutung erlangt, 
seitdem man erkannt hat, da8 mit vielen Erkrankungen, insbesondere 
der Leber, der Milz, des Knochenmarks und des Lymphdriisensystems, 
mit septischen und tuberkulésen Prozessen charakteristische Ande- 
rungen in der Serumzusammensetzung verbunden sind, die sich in den 
nach Tiselius gewinnbaren Elektrophoresekurven wiederspiegeln?. 


Die Methode von Tiselius, die im Prinzip auf der U-Rohr-Anordnung von 
Nernst? aufbaut und zur Messung von Wanderungsgeschwindigkeit und Konzen- 
tration der Komponenten das Téplersche Schlierenprinzip* in einer weitgehend 
verfeinerten Technik verwendet®, ist indessen an hochentwickelte und kostspielige 
Apparaturen gebunden, wodurch die besonders fiir klinische Fragestellungen 
erwiinschte breite Anwendung stark behindert wird. Es sind daher zahlreiche Ver- 
suche unternommen worden, diese Methode unter Beibehaltung des grundsatz- 
lichen Prinzips durch einfachere Anordnungen zu ersetzen®, die indessen beziiglich 


1 A. Tiselius, Diss. Uppsala 1930; Nova Acta Reg. Soc. Sci. Upsaliensis 
(IV) 7, 4 [1930]; Trans. Faraday Soc. 38, 524 [1937]; Biochem. J. 31, 313 [1937]; 
Kolloid-Z. 85, 129 [1938]; Congress Lectures of XI. Internat. Congr. of pure and 
appl. Chem. 1947; Naturwiss. 37, 25 [1950]; A. Tiselius u. H. Svensson, Trans. 
Faraday Soc. 36, 16 [1940]. 

2 Vgl. z.B. F.Wuhrmann u. C.Wunderly, Die BluteiweiBkérper des 
Menschen. Schwabe u. Co., Basel 1947; L. W. Janssen, Electrophoretic Studies 
on Serum Proteins. Noord-Hollandsche Uitgevers Mij., Amsterdam 1951. 

3 W. Nernst, Z. Elektrochem. 3, 308 [1897]. 

4 A. Toepler, Beobachtungen nach einer neuen optischen Methode. Bonn 
1864; Ann. Physik 127, 556 [1866]; 128, 126 [1866]; 181, 33, 180 [1867]; 184, 194 
[1868]. 

5 O.Lamm, Nova Acta Reg. Soc. Sci. Upsaliensis (IV) 10, Nr. 6 [1936]; 
R. A. Kekwick, Trans. Faraday Soc. 36, 47 [1940]; J. St. L. Philpot, Nature 
[London] 141, 283 [1938]; H. Svensson, Kolloid-Z. 87, 181 [1939]; 90, 141 
[1940]. 

6 H. J. Antweiler, Ber. d. EiweiBtagung (Plassenburg) 1944, Ref. Angew. 
Chem. 59, 33 [1947]; Kolloid-Z. 115, 130 [1949]; 117, 110 [1950]; H. Labhart 
u. H. Staub, Helv. chim. Acta 30, 1954 [1947]; W. Lotmar, Helv. chim. Acta 32, 
1847 [1949]; J. Meyer-Arendt, Naturwiss. 37, 310 [1950]; F. Hartmann u. 
G. Schumacher, Z. Naturforsch. 5b, 361 [1950]. 
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Trennscharfe und quantitativer Genauigkeit die klassische Tiselius-Methode, 
mindestens in ihren besten Ausfiihrungsformen’, kaum erreichen. 

Wesentlich einfacher als die Trennung in homogenen Loésungen, 
bei denen besondere Kautelen zur Vermeidung von Konvektion und 
Turbulenz erforderlich sind, gestaltet sich die Durchfihrung, wenn man 
die elektrophoretische Wanderung innerhalb geeigneter pordser Medien, 
am einfachsten in Filtrierpapier, vor sich gehen 1aBt. 

Bereits 1937/39 haben v. Klobusitzky und Kénig® Uberfiihrungsversuche 
an Schlangentoxinen sowie Trennungen von Farbstoffgemischen auf mit Elektrolyt- 
lésung getrankten Filtrierpapierstreifen ausgefiihrt, an deren Enden eine ent- 
sprechende Gleichstromspannung angelegt war. Das Ergebnis wurde z. B. in der 
Weise ermittelt, daB die Streifen nach der Uberf iihrung in einzelne Querstreifen 
zerschnitten und diese auf ihre blutkoagulierende Wirkung gepriift wurden. Im 
Jahre 1949 berichteten dann Durrum?®, Turba und Enenkel, Wieland 
und Fischer!»!8 kurz nacheinander, offenbar ohne Kenntnis dieser alteren Ver- 
suche, tiber die Méglichkeit, nach dem gleichen Prinzip Mikrotrennungen von 
Aminosiuren!?, Peptiden?® 15 und EiweiBkérpern!® 4515 auf Filtrierpapier aus- 
zufiihren. Zum Sichtbarmachen der Aminosiuren und Peptide diente dabei die 
Uberfiihrung in die Kupferkomplexe und deren Nachweis durch Rubeanwasser- 
stoff!2 oder einfacher die schon in der Papierchromatographie tibliche Anfarbung 
mit Ninhydrin™; zum Anfarben der Proteine wurde neben der Diazo-Reaktion#* 
die Behandlung mit geeigneten anionischen Farbstoffen, wie Azokarmin™ oder 
Bromphenolblau?®, vorgeschlagen. 

Enzymtrennungen durch Elektrophorese auf Filtrierpapierstreifen, bei denen 
die einzelnen Enzyme nach der Wanderung in geeigneter Weise durch ihre Wirkung 
sichtbar gemacht wurden, sind von Wallenfels und Pechmann* beschrieben 
worden. 

Die quantitative Bestimmung der durch Papierelektrophorese 
aufgetrennten Aminosiuren kann nach Wieland? durch Uberfiihrung 


7 E. Wiedemann, Schweiz. med. Wschr. 74, 566 [1940]; 75, 229 [1945]; 
76, 241 [1946]; Helv. chim. Acta 30, 168, 639, 648, 892 [1947]; 31, 40, 2037 [1948]; 
Experientia [Basel] 3, 341 [1947]; Chimia 2, 25 [1948]; Sci. pharmac. 17, 45 [1949]. 

8 Vgl.z. B. R. Consden, A. H. Gordon u. A. J. P. Martin, Biochem. J. 40, 
33 [1946]; 41, 590 [1947]; A. H. Gordon, B. Keilu. K.Sebesta, Nature [London] 
164, 498 [1949]; J. A. V. Butler u. I. M. L. Stephen, Nature [London] 160, 469 
[1947]; G. Haugaard u. Th. D. Kroner, J. Amer. chem. Soc. 70, 2135 [1948]; 
W. GraBmann, DBP 805399 vom 24. 5. 1949; Vortrag: Tagung d. Gesellschaft 
Dtsch. Physiologen und physiol. Chemiker am 31. VIII. 1949 in G6ttingen. Ref.: 
Angew. Chem. 62, 170 [1950]; Ber. Ges. Physiol. exp. Pharmakol. 189, 220 [1950]; 
Naturwiss. 88, 200 [1951]; H. Svensson u. J. Brattsten, Ark. Kemi 1, Nr. 47, 
401 [1949/50]. 

® P. Kénig, Actas e trabalhos do Terceiro Congresso Sul-Americano de 
Chimica, Rio de Janeiro e Sao Paulo 2, 334 [1937], D. v. Klobusitzky u. P. Konig 
Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 192, 271 [1939]. 

10 EK. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 [1950]. 

11 F,Turba u. A.J. Enenkel, Naturwiss. 37, 93 [1950]. 

12 Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 85, 29 [1948]; Liebigs Ann. 
Chem. 564, 152 [1949]; Th. Wieland, Angew. Chem. 60, 313 [1948]; Th. Wieland, 
K. Schmeiser, E. Fischer u. E. Maier-Leibnitz, Naturwiss. 36, 280 [1949]. 

13 Th. Wieland, Angew. Chem. 62, 31 [1950]. 

14H. Consden, A. H. Gordon u. A. J.P. Martin: Biochem. J. 38, 224 


[1944]. 
1 K, Wallenfels u. E. Pechmann, Angew. Chem. 68, 44 [1951]. 
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in die Kupferverbindungen, Elution mit Saure und kolorimetrische 
Bestimmung des Kupfers mit Dithizon erfolgen. Durrum und Turba 
trennen die durch Anfarben mit Azokarmin bzw. Bromphenolblau 
sichtbar gemachten Serumproteine durch Zerschneiden des. Streifens, 
worauf der Farbstoff eluiert und kolorimetriert wird. Dieses Verfahren 
liefert keine Kurven, die namentlich fiir den Kliniker oft wichtig waren, 
und ergibt bei schwachen und unvollstandig aufgetrennten Fraktionen, 
z. B. im Bereich der Serumglobuline, nur eine maBige Genauigkeit. 

Die Gewinnung eines Pherogrammes in Kurvenform und dessen 
quantitative Auswertung ist auf zweierlei Wegen versucht worden. Wie 
wir bereits kurz mitgeteilt haben!®, laBt sich eine quantitative und 
iiberraschend einfache Bestimmung der durch Elektrophorese auf- 
getrennten Proteinkomponenten im Serum und in anderen Protein- 
gemischen dadurch erreichen, daB man den Streifen durch Einbetten 
in eine Fliissigkeit vom gleichen Brechungsindex wie die Cellulosefaser 
durchsichtig macht und nun die Anfairbung des Streifens von Millimeter 
zu Millimeter im durchfallenden Licht photometrisch auswertet. Voraus- 
setzung ist dabei die Verwendung eines Farbstoffes, der eine hinlanglich 
hohe und, in dem in Betracht kommenden Bereich, der EiweiBkonzen- 
tration proportionale Anfarbung liefert. Diesen Anforderungen geniigt 
von allen bisher gepriiften Farbstoffen am besten das Amidoschwarz 10B 
der Bayerwerke Leverkusen (vgl. Formel). 


re. 


! | 
NaOsS\ A /S0;Na 
Amidoschwarz 10B 


Dieses Verfahren scheint uns wesentlich einfacher als die Arbeitsweise, iiber 
welche Cremer und Tiselius?’ berichtet haben. Sie zerschneiden den mit Brom- 
phenolblau entwickelten Streifen in eine groBe Zahl gleich breiter Querstreifen, 
deren Farbstoff getrennt eluiert und kolorimetrisch bestimmt wird. Auf diesem, 
allerdings ziemlich miihsamen Weg sind mit Serum Kurven erhalten worden, 
die weitgehend mit den nach der klassischen Tiselius-Methode erhaltenen iiberein- 
stimmen. Allerdings miissen dabei, da die Anfairbbarkeit der einzelnen Fraktionen 
nicht tibereinstimmt, ‘fiir die einzelnen Proteinkomponenten Korrekturfaktoren 
eingefiihrt werden, die zum Teil betrachtlich sind. So betragt, wenn die Anfarbung 
des Albumins gleich 1 gesetzt wird, der Korrekturfaktor fiir das y-Globulin 1,61” 8, 
derjenige fiir a, 2,36, fiir a, 2,09 und fiir B 2,2018. Aus den Angaben in einer eben 


16 a) W.GraBmann u. K. Hannig, Naturwiss. 37, 496 [1950]. b) W. 
GraBmann, Vortrag Ges. Dtsch. Chemiker, Frankfurt a. M., 13. VII. 1950 
Ref.: Angew. Chem. 62, 445 [1950]. c) W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, 
Dtsch. med. Wschr. 76, 333 [1951]. d) W. GraBmann, Naturwiss. 38, 200 [1951]. 

17H. D. Cremer u. A. Tiselius, Biochem. Z. 320, 273 [1950]. 

18 H. Esser, F. Heinzler, F. Kazmeier u. W. Scholtan, Miinchn. med. 
Wschr. 98, 985 [1951]. 

1* 
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erschienenen neuen Mitteilung von Kunkel und Tiselius?® ergibt sich aller- 
dings fiir den Korrekturfaktor des y-Globulins der wesentlich niedrigere Wert 
von 1,3. 

Die etwas umstandliche Retentionsanalyse, welche Wieland in einer Reihe 
von Ver6ffentlichungen?°® beschrieben hat, liefert ziemlich unscharfe Kurven und 
fiihrt nach den zuletzt mitgeteilten Ergebnissen nur bei Anwendung einer in ihren 
Grundlagen etwas unsicheren Umrechnung zu quantitativen Ergebnissen. 


Mit unserem einfachen und fiir Serienanalyse sehr geeigneten 
Verfahren sind in der Zwischenzeit teils von uns selbst, teils von anderen 
Autoren, vielfach in Zusammenarbeit mit uns, in mehreren tausend 
Einzeluntersuchungen Erfahrungen gesammelt worden, die sich sowohl 
auf Serum!® 2! wie auf andere Proteingemische (Enzyme**, Bakerien-**, 
Insekten- und Schlangentoxine’*4 *4, menschliches Kammerwasser”, 
Liquor? usw.) beziehen*® 27, 

Im folgenden soll iiber alle Einzelheiten der Methode berichtet 
werden, die fiir deren Beurteilung, insbesondere nach der quantitativen 
Seite hin, wesentlich sind. 


I. Beschreibung der Methodik 


1. Elektrophoresekammer* 

Die aus Kunststoff hergestellte und mit einem dichtschlieBenden Glas- 
deckel G abgeschlossene Elektrophoresekammer zeigt Abb. 1 schematisch. Die 
beiden Elektrodenkammern sind unterteilt in einen auBeren Teil, der in einem 
Labyrinthsystem die beiden Platinelektroden E,,E, enthalt, und die innere 
Kammer, in welche die Enden der Papierstreifen F eintauchen. Die dazwischen- 
liegende Offnung ist mit Glaswolle leicht verschlossen. Die Anordnung geniigt, um 
Veranderungen des py und der Elektrolytzusammensetzung durch Elektrolysen- 
produkte im inneren Kammerteil und damit auch auf den Papierstreifen selbst zu 
* Die fiir das Verfahren notwendigen Apparaturen werden durch die Firma 
Bender & Hobein, Miinchen 15, LindwurmstraBe 71/73, in den Handel gebracht. 

19 H. G. Kunkel u. A. Tiselius, J. gen. Physiol. 35, 89 [1951]. ' 

20 Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 35, 29 [1948]; Th. Wieland, 
E. Schmeiser, E. Fischer u. E. Maier-Leibnitz, Naturwiss. 36, 280 [1949]; 
Th. Wieland u. L. Wirth, Angew. Chem. 62, 473 [1950]; 68, 171, 258 [1951]. 

21 a) M. Knedel, Materia Med. Nordmark III/4, 73 [1951]; Med. Mschr. 
1951, 707; Die pharmazeutische Forschung, im Druck; Med. Mschr. 5, 707 [1951]; 
Dtsch. Arch. klin. Med., im Druck; Arzneimittel-Forsch. 1952, im Druck; M. 
Knedel u. H. Zettel, Klin. Wschr. 1952, im Druck; H. Zettel u. M. Knedel, 
Chirurg 1952, im Druck; L. Zukschwerdt, M. Knedel u. H. Zettel, Dtsch. 
med. Wschr., im Druck; W. Boecker u. M. Knedel, Miinchener Med. Wschr. 
1952, im Druck. b) H. Brodhage, Acta Davosiana 10, Heft 4 [1951]. c) Vgl. 
dazu auch F. Eisenreich u. M. Eder, Klin. Wschr. 29, 60 [1951]; d) C. H. Funk, 
W. Walther, W. GraBmann u. K. Hannig, Arch. Dermatologie (D.). 

2 R. Merten, G.Schramm, W.GraBmann u. K.Hannig, diese Z. 
289, 173 [1952]. 

°3-W. Knapp, Med. Welt 20, 884 [1951]. 

24 Vgl. dazu auch W. GraBmann, Acta Albertina 20, 58 [1951/52]. 

25 R. Witmer, Experientia [Basel] 7, 347 [1951]. 

25a Vgl. dazu z. B. Th. Biicher, D. Matzelt u. D. Pette, Naturwiss. 39, 
114 [1952]; Klin. Wschr. 30, 325 [1952]. 

26 R. Weber, Helv. chim. Acta 34, 2031 [1951]. 

27 KF, Eisenreich u. M. Eder, Klin. Wschr. 29, 60 [1951]. 
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verhindern. Die gasférmigen Elektrolysenprodukte kénnen durch eine Offnung 
unter dem Deckel der auBeren Teilkammer nach auBen entweichen und kommen 
mit der inneren Kammer nicht in Beriihrung. Der zur Aufnahme von zwei Streifen 
bestimmte Kunststoffrahmen R ist herausnehmbar. 
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Abb. 1. Elektrophorese-Kammer, schematisch. 
G = Glasdeckel; E,, E, = Elektroden; F =: Filtrierpapierstreifen; R — Kunst- 
stoffrahmen. 


2. Pufferlésungen 


Zur Herstellung des fiir Serumanalysen geeigneten Veronal-Natriumacetat- 
Puffers?® von der Ionenstarke u = 0,1 und py 8,6 werden 29,43 g Veronal-Natrium, 
19,43 g Natriumacetat -3 H,O und 180 ccm 7/10-HCl auf 31 gelést. Mit einer 
Fillung kénnen etwa 5 Doppelbestimmungen durchgefiihrt werden; es empfiehlt 
sich jedoch, nach jeder Beschickung die Kammer umzupolen. Fiir andere Tren- 
nungen kénnen andere Puffermischungen von geeignetem py und entsprechender 
Ionenstaérke verwendet werden. 


3. Filtrierpapier 

Unter einer gréBeren Zahl gepriifter Filtrierpapiere erwies sich das Whatman- 
Papier Nr. 1 als das am besten geeignete. Auch die Filtrierpapiere der Firma 
Schleicher & Schill, Nr. 2043a und b, sowie von Macherey & Nagel Nr. 819 
sind brauchbar. Das von uns verwendete Filtrierpapier ist erheblich diinner als 
die fiir die Anordnung nach K unkel und Tiselius?® geeigneten; dementsprechend 
ist auch der Stromdurchgang bei unserer Anordnung wesentlich kleiner. 


4. Beschicken des Streifens 


Auf einem Filtrierpapierstreifen 4x40 cm werden etwa 0,006 ccm Serum, 
entspr. etwa 0,4 mg Protein (bei Verwendung eines Lichtfilters beim Kolorimetrieren 
geniigen schon 0,003 ccm Serum oder eine entsprechende Menge anderer Proteine), 
aufgebracht. Zu diesem Zweck wird der mit Puffer getrankte Streifen durch kurzes 
Auflegen auf eine Filtrierpapierunterlage von iiberschiissig anhaftendem Puffer 
befreit, an der Auftragsstelle selbst mit einem schmalen Stiick trockenen Filtrier- 
papiers abgetupft und sofort auf den aus der Kammer herausgenommenen Rahmen 
straff aufgespannt (Haftung durch Adhasion). Sodann bringt man mittels einer 


28 Vg]. dazu L. Michaelis, Biochem. Z. 284, 139 [1931]. 
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Mikropipette die Eiwei®lésung in Form eines feinen und gleichmaBigen, etwa 
3,5 em langen Querstriches auf den Streifen auf, wobei die Pipette bis zum Aus- 
lauf der gewiinschten Menge einige Male gleichmaBig hin und her bewegt wird. 
Das gleichmaBige Aufbringen des Substanzgemisches ist fiir die Erzielung schéner 
Pherogramme wesentlich und erfordert etwas Ubung. Man achte darauf, daB der 
Streifen beim Auftragen nicht aufgerauht wird. Das Aufbringen der EiweiBlésung 
in Form eines Querstriches ist dem Aufbringen in Form eines runden Tropfens 
vorzuziehen (s. dazu auch FuBn. 20), weil dabei auch zwischen nahe beieinander 
liegenden Fraktionen hinlanglich scharfe und tiefe Minima erhalten werden kénnen. 
Auch verraten sich bei dieser Arbeitsweise Stérungen in der GleichmaBigkeit der 
Wanderung und dgl. jederzeit durch eine Verzerrung der durch Anfarben sicht- 
bar gemachten Fraktionen. SchlieBlich ist darauf hinzuweisen, da8 nur bei dieser 
Art des Auftragens eine weitgehende Annaherung der gemessenen Extinktions- 
kurven an die ideale GauBsche Verteilungskurve erwartet werden kann (s. weiter 
unten unter II/2). 

Der mit zwei Streifen beschickte Rahmen wird sodann in die Kammer ein- 
gebracht, die mit dem Glasdeckel verschlossen und an die Stromquelle ange- 
schlossen wird. 


5. Durchfiihrung der Elektrophorese 

Diese erfolgt innerhalb von 3 Stdn. (z. B. bei Aminosiuren) bis 14 Stdn. 
(bei Serum), unter Anlegung einer Klemmenspannung von 110 V. Die auf den 
Streifen selbst wirkende Spannung betragt dann etwa 80 V, wobei ein Strom 
von etwa 1 mA durch einen Streifen flieBt. Zur Vermeidung von Verdunstungs- 
fehlern (s. unten) ist es zweckmaBig und ausreichend, die E lektrophorese in der 
dichtschlieBenden Kammer bei 8° bis 12° durchzufiihren. 


6. Entwickeln des Streifens 
Dasselbe geht nach der Elektrophorese in folgender Weise vor sich: Die 
Streifen werden mit dem Rahmen aus der Kammer herausgenommen und auf 
diesem etwa 1% Stde. an der Luft getrocknet. Sodann werden sie hangend in einem 
Trockenschrank bei 100° getrocknet, wobei die Proteine gegebenenfalls koagulieren. 
Nun kommen die Streifen in ein Farbebad, das aus einer gesittigten Lésung von 
Amidoschwarz 10 B in Methanol-EKisessig (9:1) besteht. Die Anfarbung erfolgt 
innerhalb von 10 Min. unter standigem Bewegen. Das Farbebad kann bis zum 
volligen Aufbrauchen verwendet werden, wenn fiir Sattigung mit dem Farbstoff 
und Aufrechterhaltung des vorgeschriebenen Lisessiggehaltes gesorgt ist. Das 
Auswaschen der nicht mit Eiweif beladenen Teile erfolgt in Baidern aus Methanol- 
Eisessig (9 : 1) ohne Farbstoff, die mehrmals innerhalb von etwa 4 Stdn. zu wechseln 
sind. Das letzte Bad soll dann praktisch farblos, die nicht mit Eiwei8 beladenen 
Teile des Streifens nur noch ganz schwach blau gefairbt sein. Auch eine waBrige 
Lésung von etwa 3—5°, Phenol + 10° Eisessig (nach einer miindlichen Mit- 
teilung von Dr. P. Decker, Miinchen) hat sich als Entfarbebad bewahrt. Diese 
ryt entfarbt weitgehender und wesentlich schneller (schon innerhalb von 
4 Stde.), bewirkt aber bei langerer Einwirkung eine Aufhellung auch der eiweib- 
Chien Teile. 


7. Photometrische Auswertung 

Zur photometrischen Auswertung miissen die Streifen zunachst durchsichtig 
gemacht werden, was durch etwa 1%-stdg. Einlegen in eine Mischung aus «-Brom- 
naphthalin + Paraffind! mit dem Brechungsindex 1,51 erfolgt. Vollstandiges, 
blasenfreies Durchtrinken des Streifens ist unerlaBlich; es kann durch Imprag- 
nieren im Vakuum beschleunigt werden. Der Streifen wird dann blasenfrei in die 
etwa 1mm dicken Glasscheiben des Auswertegerites eingelegt. 

Die Anordnung zum Photometrieren des Streifens zeigt stark schematisch 
Abb. 2. Der zwischen zwei Glasplatten G eingebettete Streifen kann mittels eines 
Triebes millimeterweise in der Pfeilrichtung verschoben und dadurch an dem 
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Spalt Sp vorbeigefiihrt werden. Der Spalt wird von unten durch die Fadenlampe L 
derart beleuchtet, daB auf dem Papierstreifen ein etwa 1 mm breiter und 38 mm 
langer Lichtstreifen quer zur Richtung des Papierstreifens ausgeleuchtet wird. 
Das durch den Streifen hindurchtretende Licht gelangt in die Photozelle Ph, die 
die Extinktion E* des Streifens von Millimeter zu Millimeter zu messen erlaubt. 
Die abgelesenen Extinktionen werden dann als Funktion der Weglange auf Milli- 
meterpapier aufgetragen, was naturgemaB gegebenenfalls auch durch ein auto- 
matisches Registriergerat erfolgen kann. 
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Abb. 2. Anordnung zum Photometrieren. 
G = Glasplatten; Sp = Spalt; Ph = Photozelle; L = Fadenlampe. 


SchlieBlich werden die erhaltenen Kurven, ahnlich wie das auch bei dem 
Verfahren der freien Elektrophorese nach Tiselius iiblich ist, in die den einzelnen 
Fraktionen entsprechenden Gau8kurven zerlegt, was wir ohne allzugroBe Fehler 

aus freier Hand vornehmen??. 


II. Fehlerquellen und methodische Einzelheiten 


1. Konstanz der Leitfahigkeit und des py-Wertes 

Eine Verainderung der Elektrolytzusammensetzung wihrend des 
Versuches kann in erster Linie durch Elektrolysenprodukte von den 
Elektroden sowie durch Verdunstung herbeigefiihrt werden. Wie wir 
uns tiberzeugt haben, ist bei der beschriebenen Versuchsanordnung 
keinerlei Einwirkung durch Elektrolysenprodukte auf die Elektrolyt- 
zusammensetzung im inneren Kammerteil, und damit auch im Streifen 
nachweisbar. Die Anderung der Leitfahigkeit der Pufferlosung in der 
Kammer wihrend eines 12-Stdn.-Versuches ist praktisch null, diejenige 
des py-Wertes liegt unterhalb von 0,05 py-Einheiten. Veriinderungen 
der Elektrolytzusammensetzung auf dem Streifen durch Verdunstung 


[a — ae, wobei J die Intensitét des durch den mit Eiweif beladenen 


Streifen, Jy diejenige des durch den nicht mit EiweiB beladenen Streifen durch- 
tretenden Lichtes ist. 
29 Vgl. dazu auch E. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 892 [1947]. 
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sind auch in feuchtigkeitsgesittigter Atmosphire deswegen zu erwarten, 
weil der Streifen durch den Stromdurchgang etwas erwarmt wird. 
Der von Cremer und Tiselius?’ eingeschlagene, inzwischen aber 
wieder verlassene!® Weg, die Verdunstung wihrend der Elektrophorese 
durch Einbetten des Streifens in ein Bad aus einer nichtleitenden 
organischen Fliissigkeit (Chlorbenzol; vgl. dazu auch Mich]1), an das 
die Warme abgegeben wird, zu vermeiden, ist grundsiatzlich richtig, 
fiihrt aber zu anderen experimentellen Schwierigkeiten. So ist bei der 
Anordnung von Cremer und Tiselius das erforderliche vollkommen 
gleichmaéBige Zusammendriicken der beiden Glasplatten, zwischen 
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Abb. 3. Anstieg der Leitfahigkeit des Streifens wahrend der Elektrophorese. 
a = bei 10°C; b = bei Zimmertemperatur (25° C). 


denen der Streifen wahrend der Elektrophorese eingebettet ist, nicht 
leicht realisierbar (vgl. dazu Kunkel und Tiselius?®); auch bleiben, 
wie wir uns iiberzeugt haben, sehr leicht kleine EiweiBmengen an den 
Glasplatten haften. Der durch den Stromdurchgang bedingte Ver- 
dunstungsfehler ist jedoch bei der in Frage kommenden Stromstirke 
nur gering, so daB bei einer vollkommen dichten und feuchtigkeits- 
gesittigten Kammer schon die Einhaltung einer niedrigen Versuchs- 
temperatur (8—12°) allein geniigt, um ihn auf ein fiir die meisten Fille 
bedeutungsloses MaB herabzudriicken. Erforderlich ist dabei, daB schon 
vor der Beschickung der Kammer die Temperatur der Pufferlésung 
auf die Versuchstemperatur eingestellt wird. Wie Abb. 3 zeigt, ist der 
durch Verdunstung bewirkte Leitfihigkeitsanstieg des Streifens bei 
etwa 10° minimal, bei Zimmertemperatur (25° C) immerhin beachtlich. 


Wenn wihrend der ganzen Versuchsdauer Feldstirke, Stromstarke 
und py-Wert innerhalb des Streifens unverandert bleiben, sollte auch 
die Wanderungsgeschwindigkeit jeder Komponente iiber die gesamte 
Versuchsdauer konstant sein. Eine Priifung dieser Frage stoBt aber, 
wie jede exakte Ermittlung einer absoluten Wanderungsgeschwindigkeit 
bei der Papierelektrophorese (vgl. dazu Anm. 19 u. 26), auf gewisse 
experimentelle Schwierigkeiten. Sie sind in der Hauptsache dadurch be- 





30 H. Michl, Mh. Chem. 82, 489, 944 [1951]; 83, 210 [1952]. 
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" dingt, daB — vorzugsweise in den ersten Minuten nach Versuchsbeginn — 
etwas Pufferlosung von den Streifenenden her gegen die Mitte zu an- 
r gesaugt und die urspriingliche Auftragsstelle dadurch um einen kleinen, 
e aber kaum exakt reproduzierbaren Betrag verschoben wird. Diesem 
n Effekt itiberlagert sich — bei Serumversuchen meist kompensierend — 
S eine elektroosmotische Strémung der Pufferlosung im Filtrierpapier- 
5 streifen wahrend der Elektrophorese, die allerdings bei dem verwendeten 





r Filtrierpapier Whatman Nr.1 sehr gering ist. SchlieBlich kann eine 
1 Verschiebung der Auftragsstelle nach der einen oder anderen Seite 
1 
4 a 
50}- | 6 
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Abb. 4. Relative Wanderungsgeschwindigkeit. 
a = bei 10°C; b = bei Zimmertemperatur (25°C). Ordinate: Abstand des 
Albumin-Gipfels vom y-Globulin-Gipfel in mm. 


durch ,,Heberwirkung“ im Streifen bei ungleichem Niveau der Puffer- 
lésung in den beiden ElektrodengefiBen hervorgerufen werden (vgl. 
| dazu Anm. 19). Es ist natiirlich moéglich, diese Stéreffekte zu beriick- 
sichtigen, indem man bei den Versuchen eine elektrophoretisch nicht 
wandernde Substanz, z. B. Dextran!® oder Glucose mitlaufen laBt. 
Im vorliegenden Falle haben wir uns einfach so geholfen, da8 wir nicht 
den absoluten Wanderungsweg, sondern die Differenz zwischen der 
Wanderung der Albumin- und der y-Globulin-Fraktion ermittelt haben. 
In Ubereinstimmung mit den vorhergehenden Versuchen erweist sich 
bei 10° die so ermittelte (relative) Wanderungsgeschwindigkeit wihrend 
einer Versuchsdauer von 12 Stdn. als weitgehend konstant, waihrend 
sie bei Zimmertemperatur mit steigender Versuchszeit abnimmt (vgl. 
Abb. 4). 
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2. Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und Fehlerbreite 
der Methode 
Abb. 5 zeigt die photographische Wiedergabe eines mit Amido- 


schwarz 10B angefarbten Streifens von Normalserum und dariiber 


(Kurve a) die bei seiner photometrischen Auswertung gefundenen MeB- 
punkte. Kurve b gibt die zufalligen Schwankungen eines nicht mit 
EiweiB beladenen, im iibrigen aber in normaler Weise mit Amidoschwarz 
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Abb. 5 Abb. 6 


Abb. 5. MeBpunkte einer photometrischen Auswertung. 
a = Normalserum, b = Blindstreifen. 


Abb. 6. Normalserum. 
a = mit Amidoschwarz 10 B angefarbt; b = mit Bromphenolblau angefarbt. 


10 B behandelten Blindstreifens wieder. Die Schwankungen sind 
auBerordentlich gering und bewegen sich fast ausnahmslos in einem 
Bereich von E = + 0,01. Die mit dem Normalserum gefundenen 
MeBpunkte liegen, wie man sieht, ausnahmslos scharf auf einer Kurve (a). 
Da der Kurvenverlauf, wie wir uns iiberzeugt haben, in allen Fallen 
durch die abgelesenen MeBpunkte eindeutig festgelegt ist, haben wir 
der Ubersichtlichkeit halber bei allen anderen mitgeteilten Versuchs- 
kurven auf eine Wiedergabe der MeBpunkte selbst verzichtet. 














— = 











Bd. 290 (1952) Verfahren zur Analyse der Serumproteine ll 





Abb. 6, Kurve a, zeigt ein anderes Normalserum, entwickelt mit 
Amidoschwarz 10 B, Kurve b dasselbe Serum, unter gleichen Bedin- 
gungen elektrophoretisch getrennt, aber mit Bromphenolblau gemaB 
der Arbeitsvorschrift nach Cremer und Tiselius’ angefirbt. Die 
Gegeniiberstellung la8t die weit héheren Extinktionswerte, die mit 
Amidoschwarz 10 B erhalten werden, deutlich erkennen. Dem- 
entsprechend kénnen mit Bromphenolblau nur beim Einsatz wesentlich 
groBerer EiweiSmengen brauchbare Ergebnisse erhalten werden (0,04 com 
gegeniiber 0,006 com; vgl. Anm. 17). 

In bezug auf pathologisch verinderte Seren beschrinken wir uns 
hier unter Hinweis auf Veréffentlichungen an anderer Stelle?® 24+» 
auf ein einziges Beispiel (Abb. 7). 

















Abb. 7. Serum bei Erythroblastom. 


DaB bei der von uns angewandten photometrischen Auswertung 
sowohl die sicher vorhandenen kleinen Inhomogenitaten des Filtrier- 
papiers, wie auch kleine UnregelmaBigkeiten in der Gestalt der nach 
der Elektrophorese angefairbten Proteinfraktionen so weitgehend aus- 
geglichen werden, ist zu einem wesentlichen Teil darauf zuriickzufiihren, 
daB bei der vorgenommenen photometrischen Auswertung — im Gegen- 
satz z. B. zur Retentionsanalyse — die Extinktion iiber die gesamte 
Streifenbreite von 4 cm gemittelt wird. Dies gilt allerdings nur in einer 
gewissen Anniherung ; denn, wie man sich theoretisch und experimentell 
leicht iiberzeugen kann, ist es fiir die insgesamt vom Streifen durch- 
gelassene und von der Photozelle registrierte Lichtmenge nicht gleich- 
giltig, ob eine gegebene Farbstoffmenge gleichmaBig iiber die gesamte 
Streifenbreite verteilt, oder etwa in entsprechend gréferer Dichte in 
einem Teil des Streifens, z. B. in dessen Mitte, angehauft ist. Die GroBe 
des durch diesen Umstand médglicherweise bedingten Fehlers kann 
folgendermafen rechnerisch erfaBt werden: 

Der Extinktionswert Zy, der gemessen wiirde, wenn eine gegebene Farbstoff- 
menge gleichmaBig tiber die gesamte Streifenbreite verteilt ist, und der Extinktions- 


wert Hy, der infolge einer zunachst beliebig angenommenen Abhangigkeit der 
Konzentration derselben Substanzmenge von der Koordinate x der Streifenbreite 
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resultiert, lassen sich durch die folgende einfache Uberlegung in funktionalen 
Zusammenhang bringen*: 
Die Erhaltung des Substanzmenge erfordert unter Beriicksichtigung des 
Beerschen Gesetzes 
a 


f E(x) dx =a E,. (1) 
0 


Ferner ergibt sich, daB der resultierende Extinktionswert Hy als folgende Funk- 
tion der Extinktionsverteilung dargestellt werden kann: 


1 


a > 
: f 10-K(2) da (?) 
mo 


E, = log - 


wobei E(x) der Bedingung (1) geniigen muB. 

Macht man die (extreme) Annahme, daB ein Teilstiick b der gesamten Streifen- 
breite a iiberhaupt nicht angefirbt und der gesamte vorhandene Farbstoff gleich- 
maBig iiber den Rest der Streifenbreite (a—b) verteilt sei, daB also folgende Ver- 
teilung vorliegt: 


Im Intervall 0........ Bisgicieceo (a—b) sei E(x) = E = const., 
im Intervall (a—d) ...v........ a sei E(x) = 0, 


so erhalt man unter Benutzung von (1) und (2) 
i 1 
a 
Ey = —log |(1—a«)10 1~* +a, (3) 


wobei « = b/a denjenigen Bruchteil der Streifenbreite angibt, der nicht an- 
gefarbt ist. 

Die graphische Auswertung der Funktion (3), welche die bei nur teilweiser 
Anfarbung des Streifens resultierende Extinktion Hy in Abhangigkeit von dem 
bei ideal gleichmaBiger Anfarbung iiber die gesamte Streifenbreite zu erwartenden 
Extinktionswert EF, fiir verschiedene Werte von « angibt (Abb. 8), zeigt, daB der 
resultierende Fehler, der die Versuchsergebnisse nach unten verfalscht, sehr stark 
von der absoluten Héhe von EF, abhangt. Unter der (extremen) Annahme, daB 
20% der Streifenbreite iiberhaupt nicht, der Rest gleichmaBig mit Farbstoff 
bedeckt sei (x = 0,2), ergibt sich z. B. der Fehler fiir 2) = 0,2 zu 5%, fiir Hy) =0,4 
zu 14%, fiir Hy = 0,6 zu 23%, um mit noch héheren H-Werten weiter anzusteigen. 
Die Berechnung gilt unter der Annahme, daf der Spalt gleichmaBig ausgeleuchtet, 
d.h. die einfallende Lichtintensitait gleichmaBig iiber die gesamte Spaltbreite 
verteilt sei. Da in Wirklichkeit bei unserer Anordnung die Mitte des Spaltes stets 
etwas starker ausgeleuchtet ist als dessen randnahe Partien, diirfte der tatsich- 
liche Fehler geringer sein als der errechnete. Auf jeden Fall zeigt die Rechnung, 
da Messungen in sehr hohen Extinktionsgebieten (H > 0,7) nach Modglichkeit 
vermieden werden sollten. Weiter ergibt sich, da es notwendig ist, eine méglichst 
gleichmaBige Anfarbung iiber die gesamte Streifenbreite anzustreben, was an- 
nahernd erreicht werden kann, wenn man die Eiweiflésung als Querstrich iiber 
die gesamte Streifenbreite, niemals dagegen, wenn man sie als runden Flecken 
aufbringt. 


Uber die gute Ubereinstimmung von Doppelbestimmungen haben 
wir bereits an anderer Stelle?®) an einigen Beispielen kurz _berichtet. 
Inzwischen haben wir das zur Frage der Fehlerbreite innerhalb eines 
Monats angefallene Material — es handelt sich um 78 Bestimmungen 


* Nach Ableitungen von Herrn cand phys. Th. GeiBler. 
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Abb. 8. Graphische Wiedergabe der Formel (3) (Erklirung im Text). 


an 25 verschiedenen Seren, die doppelt oder dreifach und in einzelnen 
Fallen fiinf- und zehnfach ausgefiihrt wurden — fehlerkritisch aus- 
gewertet und finden die nachfolgenden Werte fiir den mittleren Fehler 


/ 2 
s= | “x (wobei x die Abweichung vom Mittelwert, n die Zahl der 
n—m 


insgesamt durchgefiihrten Bestimmungen und m die Zahl der unter- 
suchten Seren bedeutet). 








| 8 entspr. y 
Albumin .... + 1,2% + 4,2 
«,-Globulin . . . + 0,6% +21 
%»-Globulin . . . + 0,7% + 2,5 
B-Globulin +0,7% + 2,5 
y-Globulin . . . +1,2% + 4,2 


Die angegebenen Fehler entfallen auf 
1. verschiedenes Ergebnis der Elektrophorese selbst und der Anfarbung, 
2. MeBfehler bei der photometrischen Ausmessung, 
3. Fehler bei der Aufzeichnung der Kurven, beim Aufteilen in GauB-Kurven 
und deren planimetrischer Auswertung. 
Um den Anteil dieser Einzelfehler am Gesamtfehler abschitzen zu k6nnen, 
haben wir 
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1. ein und dasselbe Serum zehnmal elektrophoretisch aufgetrennt und aus- 

gewertet, 

. einen angefarbten Streifen zehnmal photometriert und ausgéwertet, 

3. die Ergebnisse einer einmaligen photometrischen Ausmessung eines Streifens 
zehnmal auf Millimeter-Papier aufgetragen und nach Zerlegung in GauB- 
Kurven planimetriert. Die folgende Zusammenstellung zeigt die dabei er- 
mittelten mittleren Fehler (8). 


to 








a Se ee Oe 
Albumin —- + 1,2 -0,4 + 0,3 
«,-Globulin . . . + 0,6 : 0,3 + 0,2 
X%»-Globulin . . . + 0,7 + 0,3 + 0,2 
B-Globulin ra 0,6 + 0,3 cs 0,2 
y-Globulin .. . + 1,0 + 0,4 + 0,2 


Der auf die eigentliche elektrophoretische Auftrennung, die Anfarbung und 
Aufhellung der Streifen sowie auf Inhomogenitiaten des Papiers zuriickzufiihrende 
Anteil des Gesamtfehlers entspricht der Differenz der Zahlenreihe 1 und 2. Er 
betragt offenbar reichlich die Halfte, mitunter */,; des Gesamtfehlers. Die Streu- 
ungen der photometrischen Messung selbst (Instrumenten- und Ablesefehler) sind 
bemerkenswert gering. Die Differenz zwischen den Zahlenreihen 2 und 3 gibt den 
Fehler wieder, der durch das Aufzeichnen und Auswerten entsteht. Er ist immerhin 
beachtlich und lieBe sich durch eine entsprechende Verfeinerung dieses Vorgangs 
noch vermindern. 


Ill. Priifung der Methode an einheitlichen Proteinen 


Die gute Reproduzierbarkeit der erhaltenen Werte, die im voraus- 
gehenden Abschnitt belegt wurde, ist eine notwendige, aber keine 
zureichende Voraussetzung fiir die quantitative Brauchbarkeit der 
Methode. Um ihre Verwendbarkeit endgiiltig sicherzustellen, waren 
einerseits die Ergebnisse mit denen anderer anerkannter Methoden, 
insbesondere also der klassischen Tiselius-Methode, zu vergleichen, 
woriiber im IV. Abschnitt berichtet wird; andererseits war zu prifen, 
ob, bzw. in welchen Grenzen, die gefundenen Extinktionswerte der vor- 
handenen EiweiSmenge proportional sind. Bekanntlich kann eine 
strenge Proportionalitét zwischen Konzentration und Extinktion 
schon bei den iiblichen kolorimetrischen und photometrischen Messungen 
in Lésungen nicht ohne weiteres vorausgesetzt werden, weil namentlich 
im Bereich hoher Farbdichten immer mit Abweichungen vom Beerschen 
Gesetz zu Zechnen ist. In noch héherem Mae wird man mit derartigen 
Moglichkefen zu ®echnen haben bei Messungen der Farbdichte inner- 
halb einerz mehr oder weniger durchsichtigen Folie, wobei die durch- 
strahlte Schichtdicke sehr gering und ungeniigend definiert und der 
Farbstoff sicher nicht in geloéster Form vorhanden ist. 

Zuniachst haben wir uns davon iiberzeugt, daB beim Durchstrahlen 
iibereinander gelegter, unter sich vollkommen gleichmaBig angefarbter 
durchsichtiger Folien bis zu ziemlich hohen Extinktionen (E = 0,7, 
entsprechend etwa 80% Absorption) Proportionalitét zwischen der 
photometrisch gemessenen Extinktion und der Anzahl der durch- 
strahlten Folien gefunden wird. Wir verwenden diesen Versuch als eine 
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einfache Priifung fiir alle von uns in Benutzung genommenen Photo- 
zellen. In Versuchen iiber die quantitative Analyse von Farbstoff- 
gemischen, iiber die an anderer Stelle berichtet wird**, haben wir weiter- 
hin festgestellt, da8 auch bei Anfarbung von Filtrierpapierstreifen mit 
bekannten Farbstoffmengen bis zu hohen Extinktionen Proportionalitat 
zwischen Farbstoffmenge und Extinktion gefunden wird, wenn man 
die Messung in der von uns angegebenen Weise im durchfallenden Licht 
am durchsichtig gemachten Streifen vornimmt. 

Fir die Ausfiihrung von Eichungen an Serumproteinen standen uns in aus- 
reichenden Mengen Proben von reinem Serumalbumin und von y-Globulin zur 
Verfiigung, von deren elektrophoretischer Einheitlichkeit wir uns iiberzeugt haben, 
ferner kleine Mengen eines «- und £-Globulins, die nach den Ergebnissen der 
Elektrophorese nur als annahernd einheitlich zu betrachten waren*. 
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a b 
Abb. 9. Eichkurven fiir Albumin (I) und y-Globulin (II). Abszisse: Gehalt der 
Priiflésungen an Albumin und y-Globulin. 
a) Werte gewonnen durch direktes Photometrieren des mit steigenden Protein- 
mengen beladenen, angefarbten und transparenten Streifens. 
b) Werte gewonnen durch Ausschneiden von 406mm groBen Abschnitten aus 
dem mit steigenden Proteinmengen gleichmaBig beladenen Streifen, Eluieren mit 
n/20-NaOH und Kolorimetrieren. 
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Zur Gewinnung von Eichkurven sind wir zuniachst so verfahren, 
daB Filtrierpapierstreifen von 40mm Breite mit Proteinlésung be- 
kannter und steigender Konzentration durchtrankt, durch sorgfaltiges, 
gleichmaBiges Abstreifen und Abtropfenlassen von der iiberschiissig 
anhaftenden Lésung befreit, sodann getrocknet und in iiblicher Weise 
angefairbt wurden. 

Die Auswertung der in dieser Weise gleichmaBig angefarbten 
Streifen geschah nun einerseits durch direktes Photometrieren des 
durchsichtig gemachten Streifens im durchfallenden Licht (Abb. 9a), 


32 Erscheint demnichst in der Zeitschrift ,,Das Leder‘. 
* Fiir die Uberlassung dieser Proben sind wir Herrn Dr. H. Schultze von 
den Behring-Werken in Marburg zu groBem Dank verpflichtet. 
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andererseits in der Weise, daB jeweils Abschnitte der angefairbten 
Streifen von 40x6mm mit 10 ccm’ n/20-NaOH” eluiert und die 
erhaltenen Losungen kolorimetriert wurden (Lange-Normalkolorimeter, 
5cem Kiivetten; Abb. 9b). In beiden Fallen werden Eichkurven er- 
halten, die namentlich im Bereich niederer Extinktionswerte nur wenig 
vom linearen Verlauf abweichen und in beiden Fillen liegt die Kurve 
des y-Globulins unter derjenigen des Albumins. Die relativ geringe 
Streuung der erhaltenen MeBpunkte zeigt weiterhin, daB die etwas 
miBliche Bedingung des Entfernens der ,,iiberschiissig‘‘ anhaftenden 
EiweiBlésung in hinlinglich reproduzierbarer Weise erfiillt werden 
kann. Bemerkenswert ist aber die Tatsache, dafs beim direkten Photo- 
metrieren des Streifens entsprechend unserer Arbeitsweise (Abb. 9a) 











| 
4) ne n = an 
"0 Qo» 008 O12 G1 020 Ue G28 032 03 06 Ou Os8 Os 
Abb. 10. Eichkurve fiir Albumin (I), «- (III -—-), 8- (II) und y-Globulin (III x—x). 


Werte gewonnen durch Auftragen von je 0,04 ccm 0,1—1,3-proz. Proteinlésungen, 
Eluieren der ungefarbten Flecke mit n/20-NaOH und Kolorimetrieren. 





die Werte des y-Globulins sich wesentlich weniger von den fiir das 
Albumin gefundenen unterscheiden als bei der Elution des Farbstoffes 
und Kolorimetrierung der Losungen, entspr. dem Vorgehen von Turba” 
und Cremer-Tiselius!’ (Abb.9b). Diesen Unterschied haben wir 
beim Vergleich der beiden Arbeitsweisen immer wieder angetroffen. 

In einer weiteren Versuchsreihe haben wir auf Filtrierpapierstreifen 
bekannte Mengen von Albumin bzw. «-, 6- und y-Globulin in Form 
von je 0,04 ccm einer 0,1—1,3-proz. Lésung als runden Flecken auf- 
gebracht, die in tiblicher Weise mit Amidoschwarz 10 B angefarbten 
Flecken mit 10 cem n/20-NaOH eluiert und die Extinktion der er- 
haltenen Lésungen ermittelt. Das Ergebnis (Abb. 10) entspricht etwa 
demjenigen in Abb. 9b. Die Eichkurve fiir das «-Globulin fallt mit 
derjenigen fir das y-Globulin zusammen, wahrend die Eichkurve fiir 
das £-Globulin etwas tiefer liegt. Da die Elution des Farbstoffes mit 
NaOH, wie wir uns iiberzeugt haben, bei diesen Proteinen vollstandig 
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ist, und da die Zerst6rung des Farbstoffes im alkalischen Medium, die 
iibrigens erst nach vielen Stunden meBbare Betrage ausmacht, in Gegen- 
wart von Albumin oder der verschiedenen Globuline vollkommen 
gleich ist, wird man annehmen miissen, daB die Ergebnisse der Elutions- 
versuche (Abb. 9b und 10) der wirklichen Farbstoffbindung der Proteine 
entsprechen. Wenn demgegeniiber die Unterschiede zwischen der 
Anfarbung des Albumins und des y-Globulins bei direkter Photo- 
metrierung auf dem Streifen (Abb. 9a) geringer herauskommen, so 
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Abb. 11. Eichkurve fiir Albumin. Steigende Mengen Rein-Albumin nach elektro- 
phoretischer Wanderung unter den Bedingungen unserer Methode auf den trans- 
parenten Streifen photometriert. Ordinate: Flaichenintegral E-mm. 


mu dies auf zunachst nicht naiher zu kennzeichnende Unterschiede 
des Bindungs- und Dispersititszustandes der beiden EiweiB-Farbstoff- 
Verbindungen auf der Papierfaser zuriickzufiihren sein. 

Aus den in Abb. 10 wiedergegebenen Werten in Verbindung mit 
Extinktionsmessungen an Amidoschwarzlésungen von bekannten Ge- 
halt kann das Bindevermégen der Proteine fiir Amidoschwarz 10 B er- 
rechnet werden. Es ergibt sich, daB 1 mg Albumin etwa0,4 mg Amido- 
schwarz 10 B, 1 mg y-Globulin etwa 0,5 mg Amidoschwarz 10 B zu bin- 
den vermag. 1 Mol Amidoschwarz 10 B vermag dementsprechend 880 mg 
Albumin bzw. 1230 mg y-Globulin zu binden. Diese Werte entsprechen 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 290 2 
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gréBenordnungsmaBig denjenigen, wie sie fir das Bindevermégen 
anderer anionischer Substanzen durch Proteine angegeben werden*®. 

SchlieBlich haben wir Eichkurven in einer Weise aufgenommen, 
die genau den bei unserer Elektrophoresemethode eingehaltenen Be- 
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Abb. 12. Eichkurve fiir y-Globulin. Steigende Mengen y-Globulin nach elektro- 
phoretischer Wanderung unter den Bedingungen unserer Methode auf den trans- 
parenten Streifen photometriert. Ordinate: Flachenintegral E -mm. 


dingungen entspricht. Steigende Mengen der Proteine (zwischen 0,03,;mg 
und 0,7 mg) wurden als 0,5—8-proz. Lésungen in Form eines Quer- 
striches auf dem Streifen aufgebracht, nach einer 14-stdg. elektro- 
phoretischen Wanderung angefirbt und, wie im I. Abschnitt beschrieben, 
photometriert. In den Kurven der Abb. 11—13, welche die so erhaltenen 





38 W. GraBmann u. J. Trupke, ,,Eiweifstoffe“ in: Physiologische Chemie 
Bd. I, herausg. von B.Flaschentrager, Springer-Verlag Berlin, Gottingen, 
Heidelberg 1952, und zwar S. 624, 639, 685, 681. 
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Ergebnisse wiedergeben, ist als Abszisse die angewandte Proteinmenge 
in Milligramm, als Ordinate das Flachenintegral der planimetrierten 
GauB-Kurve in E-mm angegeben. Die Eichkurven verlaufen in ihrem 
Anfangsteil, der fiir die praktische Analyse von Seren allein in Frage 
kommt (in den Abbildungen durch Schraffieren hervorgehoben) fast 
linear und sie fallen in diesem Gebiet fiir Albumin und y-Globulin fast 
véllig zusammen (Abb. 13). Auch 








einige wenige MeSpunkte fir a- £-mm 7 
Globulin, die wir zunichst als vor- = 3 F | F Fie 
laufig betrachten, liegen recht gut = 32 f-/ - 
auf den Eichkurven fiir die beiden | tf 
anderen Proteine. Die Eichkurve ”| id | 


tA 


fiir £-Globulin dagegen ist etwa %F 7 4 
20% unter derjenigen des Albumins Uj Yj Y, 1; 4 
und des y-Globulins (Abb. 13). Vt; Yj} Y 


Die weitgehende Ubereinstim- 
mung der bei dieser Anordnung er- 
haltenen Kurven fiir Albumin einer- 
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seits, erscheint nach den Ergeb- 
nissen der vorausgehenden Versuche 
(Abb. 9 und 10) zunachst unerwar- 

tet. Sie erklart sich indessen ziemlich | 
zwanglos auf Grund der verschie- Vi U/ Yy | 
denen Form der mit Albumin einer- 7 Yy, Uy = 
seits, mit y-Globulin und den an- ? ZL + ~ 
deren Globulinen andererseits er- ~ ” ” “4 - wi 
haltenen GauB-Kurven (vgl. Abb.5 = Abb. 13. Eichkurven fiir Albumin, 


























und 6). Die Kurve des Albumins B- und Scene 14) 
ist bei ] ; I ---- Albumin (Kurve aus . 11); 
oo a ae oe “ee x allen 17 ~~ ),-@lobulin (Kurve aus Abb. 12); 
aren, SS RS Ge AER VOM Tt —o—o— p-Globulin; xxx cinige 
Normaltyp abweichen, schmal und MeBpunkte fiir «-Globulin. 


hoch, diejenige der Globuline (im Ordinate: Flachenintegral E-mm. 
allgemeinen) breit und flach. Die 
Globulinwerte werden also fast vollstandig im Bereiche niederer Ex- 
tinktionen gemessen, wo die Beziehung zwischen Proteindichte und 
Extinktion noch nahezu linear und der durch die nicht véllig gleich- 
maBige Verteilung iiber die Streifenbreite bedingte Fehler, wie oben 
(Abschnitt II, 2) diskutiert, noch gering ist. Die Albuminkurve dagegen 
liegt zu einem wesentlichen Teil im Bereiche hoher Extinktionswerte. 
Durch diesen Umstand werden die gefundenen Albuminwerte relativ 
stirker erniedrigt und zugleich in einer gliicklichen Weise der Fehler 
— der sich aus ihrem hodheren Farbstoffbindevermégen 
ergibt. 

Unter Verwendung der in Abb. 13 wiedergegebenen Eichkurven 
haben wir quantitative Bestimmungen an einer Anzahl kiinstlicher 
ox 
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Mischungen aus Albumin und y-Globulin durchgefiihrt, und zwar 
jeweils mit 0,632 mg und 0,395 mg Gesamtprotein. Das Ergebnis dieser 
Versuchsserie zeigt Abb. 14, in der das angewandte Mischungsverhaltnis 
der beiden Komponenten als Abszisse, das gefundene als Ordinate auf- 
getragen ist. Es ergibt sich, daB die Werte recht gut auf der theoretisch 
zu erwartenden Geraden vom Neigungswinkel 45° gelegen sind. 
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Abb. 14. Kiinstliche Mischungen von Albumin und y-Globulin. 
o eingesetzte Menge: 0,632 mg Ges.-Protein; x eingesetzte Menge: 0,395 mg 
Ges.- Protein. 


Trotz des giinstigen Ergebnisses dieser und ahnlicher Versuche 
muB darauf hingewiesen werden, da} aus den oben diskutierten Griinden 
streng genommen die Verwendung der EKichkurven nach Abb. 13 nur 
solange zulassig ist, als die Form der fiir die einzelnen Protemkompo- 
nenten erhaltenen Gau8-Kurven einigermafen vergleichbar ist (Albumin 
schmal und hoch, Globulin breit und flach). Vor allem aber wird man 
unter Umstinden mit mehr oder weniger verinderten Verhaltnissen 
rechnen miissen, sobald es unter pathologischen Bedingungen zum 
Auftreten qualitativ verinderter Proteinfraktionen kommt, eine 
Moglichkeit, mit der namentlich im Bereiche der £- und y-Globuline 
zu rechnen ist. Aus diesem Grunde und im Hinblick auf die geringen 
Unterschiede der einzelnen Eichkurven voneinander und ihre geringe 
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Abweichung vom linearen Verlauf, haben wir bei der Auswertung aller 
unserer sonstigen Versuche, insbesondere derjenigen des folgenden 
1V. Abschnittes, auf die Verwendung von Eichkurven bzw. Korrektur- 
faktoren iiberhaupt verzichtet und die gefundenen EiweiBmengen 
einfach den Flachenintegralen proportional gesetzt. 

DaB fiir die Farbstoffbindung der verschiedenen Proteine chemische 
Eigenschaften des betreffenden Proteins, und zwar in der Hauptsache 
wohl die Zahl der basischen Gruppen, verantwortlich sind, zeigt ein 
Vergleichsversuch mit Clupein (Abb. 15), der unter den gleichen Be- 
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Abb. 15. Eichkurve fiir Clupeinsulfat (I) derjenigen fiir Albumin (II) gegeniiber- 
gestellt (doppelter AbszissenmaBstab wie in Abb. 12 u. 13). (Ordinate: Flachen- 
integral E -mm.) 


dingungen wie die Versuche der Abb. 11—13 ausgefiihrt wurde. Ent- 
sprechend seinem durch den basischen Charakter bedingten hohen 
Bindungsvermogen fiir den sauren Farbstoff liefert Clupeinsulfat* 
etwa doppelt so hohe Extinktionswerte wie das Serum-Albumin 
(Abb. 15). Bei derartigen, in bezug auf das Saéurebindungsvermégen 
vom Normaltypus weit abweichenden EiweiSk6rpern, wie sie u. a. 
auch in vielen Schlangen- und Insektentoxinen vorzuliegen scheinen 
(vgl. dazu Anm. 16d, 24), wird man zur Erzielung genauer quantitativer 
Ergebnisse auf jeden Fall Eichkurven mit dem jeweils in Betracht 
kommenden Protein aufstellen miissen. 


* Fir die Uberlassung dieses Praparates sind wir Herrn Dr. H. Schultze 
von den Behring-Werken in Marburg zu groBem Dank verpflichtet. 
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IV. Vergleich mit der klassischen Methode nach Tiselius 


In Tab. 1 haben wir, z. Tl. in Anlehnung an eine Zusammenstellung 
von Hartmann und Schumacher, die nach unserer Met&ode an 
den Seren von 25 klinisch gesunden Personen erhaltenen Werte den 


Tab. 1. Vergleich von mit der Methode von Gra’ mann und Hannig gewonnenen 
Werten von Normalseren mit entsprechenden nach Tiselius (1—5) und nach 
Antweiler (6—7) erhaltenen Werten. 
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4 a.a.O. *. 

3% V. Dole, J. clin. Invest. 23, 708 [1944]. 

36 §.H. Armstrong, M. J. E. Budka u. K.C. Morrison, J. Amer. chem. 
Soc. 69, 416 [1947]. 

37 K. Sterling u. W. E. Ricketts, J. clin. Invest. 28, 469 [1949]. 

33 F. B. Seibert, M. V. Seibert, A. J. Atno u. H.W. Campell, J. clin. 
Invest. 26, 90 [1947]. 

39 N. Zéllner, K. P. Eymer u. L. Scheidt, Klin. Wschr. 1949 II, 1469. 

40 H. Antweiler; Kolloid-Z. 115, 130 [1949]. 
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in der Literatur wiedergegebenen Mittelwerten fiir pathologisch nicht 
verandertes Serum, wie sie nach der klassischen Tiselius-Methode (1—5) 
sowie nach der interferometrischen Methode von Antweiler (6—7) 
erhalten wurden, gegeniibergestellt. Tab. 1 zeigt zunichst, daB die 
,,Normalwerte“ der einzelnen Autoren in verhaltnismaéBig weiten 
Grenzen differieren, so daB die Errechnung eines Gesamtmittels einiger- 
maBen problematisch ist. 

Dabei sind die von Antweiler selbst stammenden Zahlen nur bedingt ver- 
gleichbar, da sie sich auf das Serum von Kindern beziehen. Nicht beriicksichtigt 
wurden unter den uns in der Literatur bekannt gewordenen Ergebnissen diejenigen 
von Moore und Mitarbeitern*!, von Lewis und McCullagh*? sowie von 
Janssen**, Die Ergebnisse dieser Autoren, die keine getrennte Bestimmung 
der beiden «-Globuline enthalten, fallen durch sehr niedrige Werte fiir das 
«-Globulin und zum Teil*!:42 durch sehr hohe Albuminwerte aus den iibrigen 
Literaturangaben heraus und es ist sicher*? oder doch mit hoher Wahrscheinlich- 
keit anzunehmen*! 42, da hier die «,-Fraktion ganz oder teilweise beim Albumin 
miterfaBt wurde. 

Wie die Zusammenstellung zeigt, sind hinsichtlich der fiir Albumin 
und die beiden «-Globuline erhaltenen Werte kaum charakteristische 
Unterschiede zwischen den Ergebnissen unserer Methode und den 
Literaturangaben festzustellen. Unsere y-Globulinwerte scheinen gegen- 
iiber den meisten Angaben der Literatur leicht erhéht, die Werte des 
f-Globulins dagegen deutlich niedriger. Wiirde man die £-Globulin- 
werte mit dem aus Abb. 13- abzuleitenden Umrechnungsfaktor 1,25 
multiplizieren, so wiirde der gefundene Wert von 13,7 in guter Uber- 
einstimmung mit dem Mittelwert der anderen Autoren stehen. 


DaB unsere Werte des f-Globulins bei Normalseren und bei vielen patho- 
logisch veranderten Seren (vgl. dazu Tab. 2) niedriger liegen als diejenigen der 
klassischen Tiselius-Methode, kann seinen Grund unter anderem auch darin haben, 
da8 die B-Globulinfraktion zu einem wesentlichen Teil aus einem Lipoproteid 
besteht, dessen Lipoidkomponente zwar bei der Bestimmung des Brechungs- 
gradienten nach Tiselius, sicher aber nicht bei unserer kolorimetrischen Methode 
miterfaBt wird. Diese Regel gilt indessen fiir pathologische Seren keineswegs aus- 
nahmslos; im Gegenteil zeigt Tab. 2 auch vereinzelte Fille, insbesondere das 
B-Plasmocytom (Nr. 1), wo die Papierelektrophorese sogar etwas héhere Werte 
anzeigt als die Tiselius-Methode. Man wird annehmen diirfen, da8 der quantitative 
Anteil der Lipoidkomponente in pathologischen Seren in weiten Grenzen schwanken 
kann und beispielsweise bei dem f-Plasmocytom weitgehend zuriickgeht. Aus 
diesem Grunde erscheint die Einfiihrung fester Korrekturfaktoren fiir das 
B-Globulin recht fragwiirdig. Im Gegenteil kann in Fallen, in denen die quantitative 
Beteiligung der Lipoidkomponente zur Diskussion steht, die Gegeniiberstellung 
der auf beiden Wegen erhaltenen Ergebnisse aufschluBreich sein 4‘. 

Die Méglichkeit, an einer Reihe von Seren (meistens pathologisch veranderten) 
Vergleichsversuche zwischen der klassischen Tiselius-Methode und unserem Ver- 
fahren durchzufiihren, verdanken wir in erster Linie den Herren Prof. F. Wuhr- 
mann, Ziirich, und Dr. E. Wiedemann, Basel, mit denen wir Seren ausgetauscht 


41 D. H. Moore u. J. Lynn, J. biol. chemistry 141, 819 [1941]. 

42 L. A. Lewis u. E. P. McCollagh, Amer. J. med. Sci. 208, 727 [1944]. 

43 L. W. Janssen, Electrophoretic Studies on Serum Proteins. Noord- 
Hollandsche Uitgevers Mij., Amsterdam 1951. 

44 Vgl. dazu H. Ott, H. Huber u. G. Koérrer, Klin. Wschr. 80, 34 [1952]. 
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: Tab. 2. 
Vergleichsversuche mit pathologischen Seren (mit Dr. E. Wiedemann, Basel). 
: Abweichung 
Selig Papier- . 
Nr. Diagnose Rel % Tiseline- elektro. | der Papier- 
Methode ” elektro- 
neal phorese 
Albumin 35,6 35,0 — 0,6 
«,-Globulin 4,1 4,4 + 0,3 
1 | B-Plasmocytom a%5-Globulin 7,3 6,2 —1,1 
B-Globulin 42.6 44,6 + 2,0 
y-Globulin 10,4 9,8 — 0,6 
Albumin 54,1 53,5 — 0,6 
«,-Globulin 2,5 4,5 + 2,0 
2 | pseudonormal %9-Globulin 12,9 7,0 — 5,9 
B-Globulin 11,7 15,0 + 3,3 
y-Globulin 18,8 20,0 —1,2 
Albumin 36,3 39,7 + 1,4 
«,-Globulin 4,4 5,5 +1,1 
3 | Virus-Hepatitis 15-Globulin 3,7 6,2 — 2,5 
B-Globulin 15,1 9,8 — 5,3 
y-Globulin 40,5 40,8 + 0,3 
Albumin 27,4 28,7 + 1,3 
«,-Globulin 10,1 10,4 + 0,3 
4 | Lupuserythema- | «,-G obulin 21,5 23,8 + 2,3 
todes B-Globulin 17,6 12,8 — 4,8 
y-Globulin 23,4 24,3 + 0,9 
Albumin 34,5 34,05 — 0,45 
«,-Globulin 11.7 10,6 —1,1 
5 | Lupus erythema- | «,-Globulin 15,3 15,6 + 0,3 
todes B-Globulin 11,9 10,45 — 1,45 
y-Globulin 26,6 29,3 + 2,7 
Albumin 38,6 39,0 + 0,4 
«,-Globulin 5,7 4,0 —1,7 
6 | Pferdeserum a«>-Globulin 17,3 13,7 — 3,6 
B-Globulin 12,6 13,8 + 1,2 
y-Globulin 25,8 29,5 + 3,7 
Albumin 42,7 43,1 + 0,4 
«,-Globulin 6,7 rp + 0,4 
7 | hohe Senkung %»-Globulin 12,8 14,1 + 1,3 
B-Globulin 15,8 12,5 — 3,3 
y-Globulin 22,0 23,2 + 1,2 
Albumin 33,8 34,7 + 0,9 
«4-Globulin 4,7 3,9 —0,8 
8 | y-Plasmocytom o%»-Globulin 6,2 7,0 + 0,8 
B-Globulin 8,3 a7 — 0,5 
y-Globulin 47,0 46,7 — 0,3 

















haben, sowie Herrn Dr. H. Schultze, Behring-Werke, Marburg, der in seinem 
Laboratorium die beiden Methoden verglichen und uns seine Ergebnisse freund- 


licherweise zur Verfiigung gestellt hat. 
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a 
\ Tiselius Papierelektro- 
(Dr. Wiedemann) phorese 
Alb. 34,5 °/, 34,05 °/, 
my 11,7 10,6 
Xe 15,3 15,6 
By-s 11,9 10,45 
Yi-a 22,6 29,3 
a) 
a . 
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Serum bei Lupus erythematodes 
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Serum bei Virus hepatitis Tiselius Papierelektro- 

(Dr. Wiedemann) phorese 
Alb. 36,3 "J, 37,7 Io 
tad | 4,4 5, 
ae 3,7 6,2 
B,- 15,1 9,8 
Vi-a 40,5 40,8 
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Serum bei Lupus erythematodes Tiselius Paplereloks 
e . eKtro- 

Abb. 16. Vergleich der durch Papierelektropho- (Dr. Wiedemann) phorese 
rese und nach Tiselius gewonnenen Diagramme. 
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—- Kurve der Papierelektrophorese ; > ~ i = Ys 
---- Kurve nach Tiselius (Dr. Wiedemann, Os 21,5 23:8 
Basel). By-s 17,6 12,8 
) Vi-sa 23,4 24,3 


Anm.: Die photographische Wiedergabe der Tiselius-Kurve (Vrising boun- 
daries) ist gegeniiber den von uns erhaltenen Kurven spiegelverkehrt. 
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In der kurvenmaBigen Wiedergabe beschrinken wir uns auf 3 Bei- 
spiele (Abb. 16). Wegen der bekannten Unterschiede zwischen den rising 
und descending boundaries ist der Vergleich mit den Original-Aufnahmen 
der Tiselius-Methode nicht ohne weiteres exakt durchfiihrbar (die 
wiedergegebenen Kurven entsprechen den rising boundaries). Trotzdem 
la8t die Gegeniiberstellung eine sehr weitgehende Ubereinstimmung 
auch in den Einzelheiten der nach der klassischen Tiselius-Methode und 
unserer Methode erhaltenen Kurvenbilder erkennen. Dies scheint zu 
zeigen, daB bei der Papierelektrophorese nicht nur der Anteil der einzelnen 
Komponenten, sondern auch deren Beweglichkeit wenigstens im groBen 
und ganzen iibereinstimmend gefunden wird, eine Frage, die allerdings 
noch genauerer Priifung bedarf (vgl. dazu Anm. 19 und 26). Wir miissen 
allerdings bemerken, daB in anderen Fallen die Ubereinstimmung des 
Kurvenbildes eine weniger gute war. 


Tab. 3. Vergleichsversuche, ausgefiihrt von Dr. H. Schultze, Marburg 
































—_ Papier- ely Co 
Nr.|  Rel.% iselius- elektro- der Papier- 
; Lie Methode iaalin elektro- 
Pp 10rese phorese 
Albumin 60,6 62.6 + 2,0 
9 a«-Globulin 12,7 12,1 — 0,6 
B-Globulin 13,2 12,7 —0,5 
y-Globulin 13,5 12,5 — 1,0 
Albumin 59,1 58,1 — 1,0 
10 «-Globulin 12,6 12,2 — 0,4 
B-Globulin 13,5 12,9 — 0,6 
y-Globulin 15,1 16,9 + 1,8 
Albumin 54,3 53,6 — is 
il «-Globulin 14,9 13,8 ——s4 
B-Globulin 14,1 15,2 + 1,1 
y-Globulin 16,9 17,5 + 0,6 
Albumin 51,8 "51,0 — 0,8 
12 a«-Globulin 9,1 8.8 —0,3 
B-Globulin 14,8 15,1 + 0,3 
y-Globulin 24,5 25,1 + 0,6 
Albumin 22,8 23,1 + 0,3 
13 a«-Globulin 14,2 13,6 — 0,6 
“ |B-Globulin 50,1 49,4 —0,7 
y-Globulin 12,8 14,0 —i12 


In Tab. 2 sind die zahlenmaéBigen Ergebnisse der mit Herrn 
Dr. E. Wiedemann, Basel, durchgefiihrten Vergleichsuntersuchungen 
wiedergegeben, in Tab. 3 der von Herrn Dr. H. Schultze, Marburg, 
durchgefiihrten Vergleichsbestimmungen. Tab. 4 faBt die gefundenen 
Abweichungen der Papierelektrophorese gegeniiber der Elektrophorese 
nach Tiselius zusammen. Obwohl das Versuchsmaterial fiir eine exakte 
statistische Auswertung nicht umfangreich genug ist, zeigen die Versuchs- 
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Tab. 4. Abweichungen der Papierelektrophorese in % (vgl. Tab. 2 und 3, letzte 
/o 8 























Spalte). 
: 
Globulin 
— Albumin ens 
a a a a ee ae 
Vergleichsversuche mit Dr. E. Wiedemann 
| ] — 0,6 + 0,3 —1,1 + 2,0 — 0,6 - 
2 — 0,6 + 2,0 — 5,9 + 3,3 + 1,2 
| 3 + 1,4 +1,1 + 2,5 — 5,3 0,3 
4 + 1,3 + 0,3 + 2,3 — 4,8 + 0,9 
5 —0,45 |} —1,1 + 0,3 —1,45 | +2,7 
6 + 0,4 —1,7 — 3,6 + 1,2 + 3,7 
a + 0,4 + 0,4 + 1,3 — 3,3 + 1,2 
| 8 + 0,9 — 0,8 + 0,8 — 0,5 — 0,3 
Mittlere Abweichung der 7 
Papierelektrophorese 7 —) “a is 
Vergleichsversuche von Dr. H. Schultze 
9 + 2,0 —0,6 ° — 0,5 —1,0 
10 —1,0 — 0,4 — 0,6 + 1,8 
1] — 0,7 —1,1 +1,1 + 0,6 
12 —0,8 —o3 + 0,3 + 0,6 
13 + 0,3 — 0,6 — 0,7 + 1,2 
Mittlere Abweichung der’ — 0,05 —_06 —0,1 +0,6 


Papierelektrophorese 























ergebnisse, daB beziiglich der Werte fiir Albumin und die beiden 
«-Globuline offenbar keine wesentlichen systematischen Differenzen 
zwischen den beiden Methoden bestehen. Die Werte fiir y-Globulin 
fallen nach unserem Verfahren offenbar immer ein wenig zu hoch, 
diejenigen des £-Globulins im allgemeinen etwas zu tief aus. Dies deckt 
sich weitgehend mit den SchluBfolgerungen, die oben aus dem Ver- 
gleich mit den Normalwerten der Literatur (Tab. 1) gezogen worden 
sind. Im allgemeinen sind aber diese Abweichungen so gering, daB sie 
die klinische Brauchbarkeit unserer Methode keinesfalls beeintrichtigen. 
Die mit Herrn Prof. F. Wuhrmann durchgefiihrten Vergleichsversuche, 
auf deren Mitteilung wir im einzelnen verzichten, bestatigen mindestens 
qualitativ das Gesagte, doch sind die Abweichungen hier etwas gréBer 
und unregelmaBiger gewesen. 
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Der Lactoflavingehalt der Leber von Ratten 
nach Fiitterung mit 4-Dimethylamino-azobenzol 


Von 
Ursula Consbruch und Dietrich Schmahl* 


Aus dem Laboratorium (Leiter: Prof. Dr. H. Druckrey) der Chirurgischen Universitaétsklinik 
(Direktor: Prof. Dr. E. Rehn), Freiburg i. Br. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Februar 1962) 


Die Entstehung von Leberkrebs nach Fiitterung mit 4-Dimethy]l- 
amino-azobenzol (,,Butteryelb“‘) bei Ratten' wird durch die Nahrung 
wesentlich beeinfluBt. Mangel an Proteinen férdert sie*, eine cholin- 
freie Diat kann schon fiir sich zu Leberkrebs fiihren*. Dagegen wird 
die Leberkrebs erzeugende Wirkung des ,,Buttergelbs“ bei Ratten 
durch die gleichzeitige Gabe von Lactoflavin wesentlich verzégert*. 
Diese ,,Schutzwirkung~ la8t sich allerdings nur durch hohe Dosen 
von mehr als 100 y pro Ratte erzielen. 20 y pro Tag, die den Bedarf 
der Ratte voll decken, haben nach eigenen Untersuchungen noch keine 
Wirkung. Wahrend zunichst die Annahme einer ,,anticancerogenen“ 
Wirkung fiir das. Lactoflavin nahe gelegen hat, haben die Arbeiten 
von Miller und Mitarb.' ergeben, da das Lactoflavin die reduktive 
Spaltung der Azobriicke im 4-Dimethylamino-azobenzol und damit 
seine Entgiftung beschleunigt. Lactoflavin ist wahrscheinlich die 
Wirkgruppe des spaltenden Ferments°. 


Die Behandlung mit ,,Buttergelb“ fiihrt bei Ratten und Mausen 
zu einem Absinken des Lactoflavingehalts in der Leber um etwa 30% * ®. 
Damit war die Frage zu klairen, ob diese Senkung des Lactoflavin- 
gehaltes eine direkte und kausale Bedeutung fiir die cancerogene Wirkung 
des ,,Buttergelbs“ hat oder nicht. 


Die cancerogene Wirkung ist pharmakologisch dadurch charakteri- 
siert, daB sie vollig irreversibel ist?. Die einmal eingetretenen Effekte 
bleiben iiber die ganze Lebenszeit erhalten und summieren sich verlust- 
los (,,Summationswirkung‘‘), die Wirkung geht sogar nach Absetzen 
der Behandlung weiter (,, Verstaérkerwirkung‘‘)*. Diese beiden Wirkungs- 


* Stipendiat der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 

1 R. Kinosita, Trans. Soc. Pathol. Jap. 27, 665 [1937]; N. Brock, 
H. Druckrey u. H. Hamperl, Z. Krebsforschg. 50, 431 [1940]. 

2 H.C. Trowell, Transact. Roy. Soc. Trop. Med. 42, 417 [1949]. 

3 D.H. Copeland u. D.Salmon, Amer. J. Pathol. 22, 1059 [1946]; 
H. Staub, G. Viollier u. A. Werthemann, Experientia [Basel] 4, 233 [1948]. 

4 E.C. Miller, J. A. Miller, B. E. Kline u. H. P. Rusch, J. exp. Med. 88, 
89 [1948]. 

5 G.C. Mueller u. J. A. Miller, Cancer Acta 7, 134 [1950]. 

6 J.M. Price, J. A. Miller u. E.C. Miller, Cancer Res. 11, 523 [1951]. 

7H. Druckrey u. K. Kiipfmiiller, Z. Naturforschg. 3b, 254 [1948]; 
I. Berenblum u. P. Shubik, Brit. J. Cancer 3, 384 [1949]. 

8 H. Druckrey, Z. Arzneimittelforschg. 1, 383 [1951]. 
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typen stehen damit im Gegensatz zu praktisch allen bisher bekannten 
pharmakologischen Wirkungen, die mehr oder minder schnell, grund- 
saitzlich aber reversibel sind (,,Konzentrationswirkung“). Theoretische 
Untersuchungen® iiber die Dosis-Wirkungs-Beziehungen hatten er- 
geben, daB die Zeitkonstante fiir die Reversibilitat der Wirkung die 
maBgebliche EinfluBgréBe ist, die den Wirkungscharakter eines Giftes 
bestimmt. Wirkungen, deren Zeitkonstanten signifikant verschieden 
sind, miissen deshalb von verschiedener Art sein und k6nnen nicht auf 
dem gleichen Mechanismus beruhen. Diese Kriterien haben wir zur 
Klarung der gestellten Frage benutzt. 


Wie alle Pharmaka, so hat auch das ,,Buttergelb“ nicht nur eine, 
sondern eine ganze Reihe von verschiedenartigen Wirkungen. Es er- 
zeugt Leberkrebs, senkt den Lactoflavingehalt der Leber, wandelt den 
Blutfarbstoff in Haimiglobin um, hemmt das Wachstum!® und den 
Ablauf der weiblichen Brunstzyklen™. Da die cancerogene Wirkung 
grundsiatzlich irreversibel ist, kann fiir sie eine von den erwahnten 
anderen Wirkungen des ,,Buttergelbs“ nur dann eine direkte und 
kausale Rolle spielen, wenn sie ebenfalls irreversibel ist. Erweist sie sich 
dagegen als reversibel, so kann sie mit der cancerogenen Wirkung 
nichts zu tun hab2n. Das wurde fiir alle bezeichneten Wirkungen des 
,Buttergelbs“ gepriift. 


Das ,,Buttergelb“ wird zwar vom Protein der Leber sehr fest 
gebunden, jedoch im Laufe der Zeit entgiftet und ausgeschieden. In 
Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Miller’? beobachteten 
wir bei unseren Ratten, die taglich 5 mg ,,Buttergelb“ mit der Nahrung 
erhielten, daB der Farbstoffgehalt in der Leber nach Absetzen der 
Behandlung in wenigen Tagen etwa exponentiell absinkt. Nach 10 bis 
14 Tagen war in Extrakten aus den Lebern dieser Tiere auch nach 
alkalischer Hydrolyse spektroskopisch kein ,,Buttergelb‘’ mehr nach- 
weisbar. Wir fanden, daB mit dem Absinken der Farbstoffkonzentration 
auch der Hamiglobingehalt des Blutes, der waihrend der Behandlung 
mit ,,Buttergelb‘‘ mit starken individuellen Unterschieden bis 1,2 g/ 
100 ml angestiegen war, auf die normalen sehr geringen Werte von 
etwa 0,3 g/100 ml wieder abnimmt. Die Hamiglobin bildende Wirkung 
der aromatischen Amine hatte sich schon bei friiheren systematischen 
Untersuchungen mit Anilin als reversible ,,Konzentrationswirkung™ 
erwiesen, sie hat demnach mit der cancerogenen Wirkung nichts zu 
tun!8, Auch die wachstumshemmende Wirkung, die fiir cancerogene 


® H. Druckrey u. K. Kiipfmiiller, ,,Dosis und Wirkung Ed. Cantor. 
Aulendorf 1949. 

10 A, Haddow, Brit. Med. Bull. 4, 331 [1947]. 

11 P. Danneberg u. D. Schmahl, z. Z. im Druck. 

12 K.C. Miller, A. M. Plescia, J. A. Miller u. C. Heidelberger, Cancer 
Res. 11, 268 [1951]. 

13H. Druckrey, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
210, 137 [1950]. 
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Substanzen charakteristisch sein soll’® und ebenso die Hemmung auf 
den Ablauf der weiblichen Brunst, erwiesen sich beim ,,Buttergelb“ 
ebenfalls als reversibel’’. Auch sie kénnen also fiir die cancerogene 
Wirkung keine ursachliche Rolle spielen. 

Die Abnahme des Lactoflavingehaltes in der Leber unter der 
Wirkung des ,,Buttergelbs‘‘ wird dagegen immer wieder in kausale 
Beziehung zur Entstehung von Lebergeschwiilsten gebracht. Dafiir 
kénnte z. B. der Befund sprechen, daf bei Hamstern, die nur sehr 
schwer Leberkrebs bekommen, der Lactoflavingehalt der Leber wihrend 
der Behandlung mit ,,Buttergelb“ normal bleibt®. Deshalb haben wir 
die Reversibilitaét dieser Wirkung genauer gepriift. 


Ergebnisse und Diskussion 


Unsere Ergebnisse sind in der Tabelle zusammengestellt. Wir fanden 
bei unbehandelten Ratten einen Lactoflavingehalt von 23y pro g 
Frischleber. Das entspricht den in der Literatur angegebenen Werten* ™. 


Tabelle. Der Lactoflavingehalt in der Leber von Ratten vor, wahrend und nach 
der Behandlung mit ,,Buttergelb“‘ (5 mg pro Tag) 























Durchschnitt- sce 
s Applizierte Tage nach Ab- : 
Tierzahl — er- | Dosis ,,Butter- | setzen der Be- Mh 09 is 
8 g gelb“ handlung atid 
13 6,6 Kontrolle -- 23 +12% 
4 5,1 200 mg 0 1 +9% 
2 5,1 130 mg 1 27 und 30 
2 6,4 130 mg 3 22 und 25 
3 5,4 130 mg 10 29 +7% 
2 6,1 500 mg 12 25 und 26 
5 4,1 130 mg 14 27 + 10% 





Wahrend der Fiitterung mit ,,Buttergelb sahen wir ebenfalls eine 
Abnahme des Lactoflavins der Leber, und zwar um 7 y, also um 31%, 
wie dies von Miller* beschrieben wurde. Nach Absetzen des Farb- 
stoffs aus der Nahrung stieg er dann aber sehr schnell wieder an. Die 
Werte liegen bereits nach einem Tage und sogar noch nach 14 Tagen 
deutlich héher als bei den unbehandelten Kontrolltieren. Die GroBe 
der applizierten Gesamtdosis ,,Buttergelb“’ und die Dauer der Be- 
handlung hatten keinen erkennbaren EinfluB auf das Ergebnis (Tabelle). 

Die Senkung des Lactoflavingehaltes in der Leber von Ratten 
durch ,,Buttergelb“ ist also nicht nur vollstindig, sondern auch auf- 
fallend rasch reversibel. Sie kann deshalb fiir die cancerogene Wirkung 
des ,,Buttergelbs‘‘ keine ursichliche Bedeutung haben. Die cancerogene 
Wirkung des Farbstoffs unterliegt ganz anderen pharmakologischen 
GesetzmaBigkeiten und muB deshalb als Wirkung eigener Art betrachtet 


4K, Westphal u. K. Lang, diese Z. 276, 205 [1942]. 
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werden’. Sie laBt sich durch die bloBe reversible Hemmung enzymati- 
scher Zellfunktionen nicht erkliren, vielmehr liegt ihr Wesen darin, 
daB héchstwertige Zellbestandteile irreversibel verindert werden, die 
die Eigenschaft von ,,Duplikanten“ haben und damit die erlittenen 
Veranderungen auch auf ihre Tochterzellen iibertragen &. 


Methode 


Alle gebrauchlichen Methoden der Lactoflavinbestimmung sind mit erheb- 
lichen Fehlerquellen belastet!*. Die Lumiflavinmethoden liefern oft zu geringe 
Werte, waihrend man bei der Oxydationsmethode von Emmerie”™ eine hohe 
Ausbeute erhalt. Deshalb arbeiteten wir nach dieser Methode. 

Wir verwendeten Ratten unserer erbahnlichen Stamme BD I, BD III und W, 
die zwischen 100 und 150g wogen. Die Tiere wurden in Holzkafigen gehalten. 
Der Lactoflavingehalt in der Nahrung betrug taglich 20—30y pro Tier, der 
Proteingehalt 5% der Trockensubstanz, die tagliche Dosis ,,Buttergelb“ war 
5 mg pro Ratte. 

Die Tiere wurden durch Genickschlag getétet, die Lebern herausprapariert 
und im Mérser mit Quarzsand zu einem homogenen Brei verrieben. Danach ver- 
setzten wir den Leberbrei mit 75-proz. Methanol (auf 5 g Leber 25 ml Methanol), 
fiillten ihn in dunkle Flaschen und stellten diese zur Extraktion 24 Stdn. bei 37° 
in den Brutschrank. Die Flaschen wurden von Zeit zu Zeit umgeschiittelt. Wegen 
der Lichtempfindlichkeit des Lactoflavins fiihrten wir alle weiteren Arbeiten in 
einer Dunkelkammer aus. Nach Filtration durch ein Faltenfilter erhielten wir eine 
fast klare, schwach gelbe Lésung. Von dieser wurden 10 ml abpipettiert und mit 
je 1 ml Eisessig und 4-proz. Kaliumpermanganat versetzt, das wir 3 Min. ein- 
wirken lieBen, um stérende Farbstoffe wie z. B. Flavone zu beseitigen. Danach 
reduzierten wir das iiberschiissige Kaliumpermanganat mit 2 ml 3-proz. Wasser- 
stoffperoxyd und filtrierten erneut. Das nun klare Filtrat wurde zur Messung des 
Lactoflavingehaltes verwendet. 

Die Messungen fiihrten wir im Absorptionsmaximum bei 445 my mit dem 
Beckman-Spektrophotometer* aus und ermittelten den Lactoflavingehalt nach 
einer Eichkurve. 

Die Priifung der Methode und die Bestimmung des mittleren Fehlers erfolgte 
an 8 Paralleluntersuchungen an einer Schweineleber. Dabei fanden wir in Uber- 
einstimmung mit den Angaben der Literatur!® als Mittelwert einen Lactoflavin- 
gehalt von 29 y/g Frischleber und eine Fehlerbreite von o = +6%. 

Der Lactoflavingehalt der Leber unterliegt betraichtlichen individuellen 
Schwankungen, nach unseren Untersuchungen mindestens -++ 12% bei der gleichen 
Diat. 


Zusammenfassung 


1. In der Leber von 13 normalen Ratten wurde ein durchschnitt- 
licher Lactoflavingehalt von 23 y pro g Frischgewebe nach der Methode 
von Emmerie gefunden. 

2. Ratten, die taiglich 5 mg 4-Dimethylamino-azobenzol im Futter 
erhalten hatten und wiahrend der Behandlung getétet wurden, zeigten 
eine Abnahme des Lactoflavins um 7 y = 31%. 





* Im Geiste der Freundschaft vom amerikanischen Volke“ iber- 
reicht, wofiir wir aufrichtig danken. 

15 A.Emmerie, Z. Vitaminforschg. 7, 244 [1938]. 

16 ,,Wissenschaftliche Tabellen‘’ Geigy, Basel 1952. 
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3. Nach Absetzen der Giftzufuhr steigt der Lactoflavingehalt der 
Leber bereits in einem Tage sogar iiber die Norm hinaus wieder an. 

4. Die Wirkung des 4-Dimethylamino-azobenzols auf den Lacto- 
flavingehalt der Rattenleber erwies sich damit ebenso wie die auf den 
Blutfarbstoff, das Wachstum und den Ablauf der weiblichen Brunst- 
zyklen als reversibel und kann deshalb nicht im Zusammenhang 
mit der cancerogenen Wirkung des 4-Dimethylamino-azobenzols stehen, 
denn diese ist irreversibel. 


Grenzflachenuntersuchungen 
an Verbindungen der Vitamin-A-Gruppe 


Von 
Giinther Weitzel, Anna-Maria Fretzdorff und Siegfried Heller 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaf t 
: Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Februar 1952) 


In unseren bisherigen Untersuchungen an monomolekularen Filmen 
grenzflichenaktiver Substanzen auf Wasseroberflichen verglichen wir 
miteinander stets die einzelnen Glieder einer homologen oder analogen 
Reihe, z. B. die «-n-Alkyl-stearinsiuren von der Methyl- bis zur Dodecyl- 
Verbindung! oder die vollstaéndigen Reihen der Methyl-palmitin-? und 
Methyl-stearinsiuren*. Der einzige Unterschied zwischen benachbarten 
Gliedern war dabei in der erstgenannten Reihe das Anwachsen des Alkyls 
um je ein C-Atom, in den beiden letztgenannten Reihen die Position der 
an der Fettsaiurekette ,,entlangwandernden” Methyl-Verzweigung. In- 
folgedessen lieBen sich die gemessenen Unterschiede im Film-Verhalten 
der einzelnen Verbindungen eindeutig der chemischen Konstitution 
zuordnen. In der vorliegenden Arbeit berichten wir iiber Spreitungs- 
versuche mit Vitamin A und mit einigen, ihm ahnlichen Substanzen. 
Hierbei war es nicht méglich, wie in den obengenannten Fallen liickenlose 
homologe oder analoge Reihen mit jeweils nur einer Variablen heranzu- 
ziehen. Wir waren aber bemiiht, durch Vergleichs-Messungen an ver- 
schiedenen Vitamin-A-Verbindungen und an anderen, dem Vitamin A 
strukturell ahnlichen Substanzen etwaige SchluBfolgerungen hinsichtlich 
der Zusammenhinge zwischen Filmeigenschaften, chemischer Konsti- 
tution und biologischem Verhalten méglichst weitgehend zu sichern. 

Methodik: Unsere Arbeitsweise bei der Schubmessung mono- 
molekularer Filme haben wir bereits friiher '** beschrieben. Als 


1 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorffu. W.Savelsberg, diese Z. 285, 230 [1950]. 
2 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 288, 189 [1951]. 
3G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 288, 200 [1951]. 

4 §. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 288, 32 [1951]. 
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Schubmesser benutzten wir unseren in* beschriebenen Apparat, der ein 
neuartiges, nicht stéranfalliges MeBorgan, lichtelektrische Steuerung 
und automatische Registrierung besitzt. Gleichzeitig mit der Schub- 
messung, d.h. mit der Aufnahme der F/A-Isotherme, bestimmten wir 
bei den meisten der in dieser Arbeit untersuchten Substanzen auch die 
Anderung des Grenzflichenpotentials bzw. das Grenzflachenpotential 
selbst waihrend des Zusammenschiebens der monomolekularen Filme. 
Hierzu benutzten wir das in der vorangehenden Mitteilung® beschriebene 
Gerait zur kontinuierlichen Registrierung des Filmpotentials, wobei 
gleichzeitig mit der F/A-Kurve und auf demselben Papierstreifen die 
Anderung des Grenzflachenpotentials (Differentialquotient) automa- 
tisch registriert wird. 

Substanzen: Um festzustellen, inwieweit die einzelnen struk- 
turellen Merkmale des Vitamins A (primére alkoholische Gruppe, fiinf 
konjugierte Doppelbindungen, Methylverzweigungen, /£-Jonon-Ring) 
die Grenzflacheneigenschaften des Vitamins beeinflussen, gingen wir in 
unseren Filmmessungen Schritt fiir Schritt von Alkoholen einfachster 
Struktur bis zum Vitamin A vor. Zunichst verglichen wir Cetylalkohol 
mit gesittigten, methylverzweigten Hexadecanolen, zogen dann Phytol, 
Isophytol und Phytansaéure heran, verglichen diese mit dem Perhydro- 
vitamin A und schlieBlich mit Vitamin A selbst. Auf Grund der so ge- 
wonnenen Einblicke war es méglich, die mit Vitamin A erhaltenen MeB- 
ergebnisse zur chemischen Struktur des Vitamins in Beziehung zu setzen. 
Weitere Aufschliisse erbrachte die Filmuntersuchung der Vitamin-A- 


Vitamin-A-Verbindungen 
o(CHa)s 
H,C ‘SCH :CH-C:CH-CH:CH-C:CH-Gr 


| 
CH, 


Gr = funktionelle Gruppe 
Vitamin-A-Alkohol: Gr = —CH,OH 
Vitamin-A-Saure: Gr = —COOH 
Vitamin-A-Aldehyd: Gr = —COH 
Vitamin-A-Methylather: Gr = —CH,-OCH, 


cCHs). 


a 
H.C C: CH-CH:C-CH: CH-CH: C-CH: CH, 
| 


| | | | 
H.C C-CH, CH, CH; 


Nc 
H lAnhydrovitamin A 


5 §. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z., vorangehende Mit- 
teilung. 
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Saure und des Vitamin-A-Aldehyds, des Methyl- und Phenylathers, des 
Anhydrovitamins A sowie einiger Ester (Phytylacetat, Vitamin-A- 
Acetat, -Palmitat, -Oleat und -Succinat). Fiir die Uberlassung der Phyty]- 
und Vitamin-A-Verbindungen sind wir der Firma Hoffmann-La 
Roche, Basel, und insbesondere Herrn Dr. O. Isler®, der diese Ver- 
bindungen synthetisierte, sehr zu Dank verpflichtet. 

Alle ungesattigten Substanzen wurden unter N, eingeschmolzen 
aufbewahrt, um autoxydativen Verinderungen vorzubeugen. Die Film- 
messung erfolgte sofort nach Offnen der Ampullen und Lésen der Sub- 
stanzen in Benzol. Vergleichsversuche mit Vitamin-A-Verbindungen, 
die wenige Tage bis mehrere Wochen dem Luftzutritt ausgesetzt waren, 
ergaben ein verandertes Filmverhalten je nach dem Grade der Autoxy- 
dation. Ein Hinweis fiir eingetretene Veranderungen folgte bereits daraus, 
daB die betreffenden Substanzen sich in Benzol nicht mehr klar lésten. 
Hier trat die Frage auf, ob etwa schon wahrend der Filmmessung mit 
autoxydativen Veranderungen zu rechnen sei. Zwar dauert eine Messung 
mit unserer Apparatur nur wenige Minuten, doch liegt die Substanz dabei 
in monomolekularer Schicht auf dem Wasser, d. h. jede einzelne Molekel 
ist dem Angriff des in der Luft und im Wasser enthaltenen Sauerstoffs 
ausgesetzt. Kontrollversuche mit Zusatz von Hydrochinon zum Wasser 
sowie die ausgezeichnete Reproduzierbarkeit der MeBergebnisse von 
Vitamin-A-Verbindungen trotz verschiedener Schubgeschwindigkeit 
und wechselnder Dosis sprechen jedoch gegen die Annahme der Aut- 
oxydation des Filmes wihrend des Zusammenschiebens. Méglicherweise 
ist der wohlgeordnete und dichtgepackte monomolekulare Film viel 
stabiler gegen oxydative Verainderungen, als man annehmen sollte, da 
sich offenbar schon bald nach Beginn die zwischenmolekularen Krafte 
des Pentaensystems gegenseitig betitigen und den Film stabilisieren. 

Die in den Abb. 1—6 dargestellten Diagramme enthalten die 
Isothermen (20°) fiir Schubmessung (F/A) und fiir die Anderung des 


au. 
Grenzflachenpotentials 4/4) wihrend des Zusammenschiebens des 


monomolekularen-Filmes. Die benutzten MaB8stibe fiir A2/Molekel, 
Dyn/em und mV/A? sind in allen Abbildungen die gleichen, so daB die 
Kurven direkt miteinander vergleichbar sind. Eine Anzahl charakteristi- 
scher Zahlenwerte zeigt Tab. 1. 

Abb. 1 zeigt die grundsitzlichen Unterschiede im Filmverhalten 
zwischen langkettigen normalen und methylverzweigten Alkoholen. 
n-Cetyl-alkohol bildet einen starren, wenig elastischen Film, fiir dessen 
Zusammenbruch ein sehr hoher Schub (etwa 50 Dyn) erforderlich ist. 
Der Flachenbedarf pro Molekel ist gering und weicht nur wenig von dem 
der n-Palmitinsiure ab. Die Einfiihrung einer Methylverzweigung be- 
wirkt wie bei den Carbonsiuren eine betrachtliche VergréBerung des 


6 QO. Isler, W. Huber, A. Ronco u. M. Kofler, Helv. chim. Acta 30, 1911 
[1947]. 
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Tab. 1. Flachenbedarf/Molekel, Dyn- und Potentialwerte der in vorliegender Arbeit 
untersuchten Verbindungen. 






































Flachenbedarf ; Maximal. Grenz- . 
pro Molekel | Schub | flachenpotential| Beginn 
in A2 In in mV der 
Substanz Dyn/em Potential- 
F beim auf anderun 
Dicht- | Kollaps|Kollaps| 0,01- | y,2%_ | A2/Molekel 
punkt 4. | Wasser 
n.HCl 
Cetylalkohol. . .. . 21,2 18,9 48,6 425 420 31,9 
3-Methyl-hexadecanol .| 45,5 25,2 32,4 — — — 
10-Methy]-hexadecanol 43,3 27,8 34,4 — — — 
Photol 2.5... . 54,4 34,9 26,5 260 260 75,0 
Isophytol ..... .| 72,1 39,4 26,8 a — -- 
Vitamin-A-Alkohol . .| 49,9 26,0 29,8 460 460 62,7 
Perhydro-Vitamin A . 55,6 38,9 22,0 137 137 73,7 
Palmitinsiure ... .| 24,0 19,0 52,0 392 262 34,6 
Phytansiure. ... . 58,3 37,0 24,6 190 105 78,0 
Vitamin-A-Saure . . .| 51,0 28,5 9,0 — —_— — 
Phytylacetat. .... 70,8 40,6 16,6 — — . 
Vitamin-A-Acetat . .| 52,4 33,5 14,0 600 600 67,2 
Vitamin-A-Succinat. .| 98,0 67,6 13,4 _— —_ a 
Vitamin-A-Palmitat. .| 81,0 68,0 4,9 — — a 
Vitamin-A-Oleat . . .| 84,5 75,8 3:3 — — o- 
Vitamin-A-Aldehyd . .| 56,8 39,3 14,5 760 760 78,4 
Vitamin-A-Methylather | 72,5 35,6 11,6 510 510 a 
Vitamin-A-Phenylather bildet keinen Film 
Anhydrovitamin A . . bildet keinen Film 
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Abb. 1. F/A-Isothermen (20°) auf Wasser von n-Hexadecanol (1), 
3-Methyl-hexadecanol (II) und 10-Methyl-hexadecanol (III). 
3 
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Flachenbedarfs und eine Senkung der Dynwerte beim Kollaps. Die 
F/A-Kurven der methylverzweigten Hexadecanole sind in ihrer Aus- 
dehnung linger und weniger stabil als die Kurve des unverzweigten 
langkettigen Alkohols; derartige F/A-Isothermen sind charakteristisch 
fiir weiche, elastische und fliissige Filme. Die feineren Unterschiede im 
Filmverhalten methylverzweigter langkettiger Alkohole untereinander 
sind abhaingig von der Stellung der Methylverzweigung, worauf aber in 
diesem Zusammenhang nicht eingegangen werden soll. Daf fur die 
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Abb. 2. F/A- und Gj /4-Tsothermen von n-Hexadecanol (I) und Phytol (IL) sowie 


F/A-Isotherme von Isophytol (III). £/A: ; af 


Alle Messungen auf Wasser von 20°. 


A: ———. 


Filmeigenschaften der Ort der Methyl-Substitution in der Kohlen- 
wasserstoffkette nicht gleichgiiltig ist, haben wir®* friiher am Beispiel 
der methylierten Palmitin- und Stearinsdiuren gezeigt. 

In Abb. 2 ist nochmals n-Hexadecanol wiedergegeben, jedoch nicht 
nur die F/A-Isotherme, sondern auch die gleichzeitig gemessene Anderung 


des Grenzflichenpotentials (sa/A; Differentialquotient) wahrend des 


Zusammenschiebens. Zugleich enthilt die Abbildung die beiden ent- 
sprechenden Kurven fiir Phytol, auBerdem die F/A-Kurve fiir Isophytol. 

Bei n-Hexadecanol fallt der eigenartige Verlauf der Potentialkurve 
ins Auge: Die Anderung des Grenzflichenpotentials setzt bei rd. 36 A2/ 
Molekel mit groBer Steilheit ein und fallt ebenso steil zum sogenannten 
,,Dichtpunkt“ (Kondensationsbeginn) bei 21 A? ab. Die Integration 
dieser Kurve zeigt, daB der gréBte Teil des Grenzflichenpotentials 
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(in mV) in diesem Bereich von 36 bis 21 A?/Molekel entsteht, wahrend 
der Zuwachs des Potentials vom Punkte D (21 A?) bis zum Kollaps 
nur geringfiigig ist. 

Ganz anders verhalten sich die beiden Kurven des Phytols: Die 
F/A-Isotherme ahnelt denen der methylverzweigten Hexadecanole in 
Abb. 1, doch liegt der Flichenbedarf der Phytol-Molekel im ganzen 
Verlauf der Kurve wesentlich héher. Allerdings erfolgt die Zunahme des 
Flachenbedarfs vom einfach methylierten Hexadecanol bis zum vierfach 
methylierten Phytol nicht linear entsprechend der Zahl der CH3-Grup- 
pen, sondern in viel geringerem Mae. Dieses Verhalten ist auch zu er- 
warten, denn in den hier vorliegenden fliissigen Filmen stehen die langen 
Ketten ganz oder annahernd vertikal, so daB die Querschnittsfliche der 
Molekel durch Einfiihrung einer zweiten, dritten oder vierten Methyl- 
Verzweigung lange nicht in dem Mae verandert wird wie durch den 
Ubergang von der normalen Kette zur einfach methylierten Verbindung. 

Ein deutlicher EinfluB der isolierten, «--standigen Doppelbindung 
des Phytols ist in der F/A-Kurve nicht erkennbar, méglicherweise wird 
durch die £-staéndige Methylverzweigung ein etwaiger Doppelbindungs- 
effekt iiberdeckt. Fiir die trans-Konfiguration des benutzten Phytols 
spricht der Vergleich mit, Phytansaure (s. u.). Beide Verbindungen, die 
sich nur durch die hydrophile Endgruppe und durch die Doppelbindungen 
des Phytols unterscheiden, zeigen so ahnliche Kurven, da8 ein nennens- 
werter Effekt der Doppelbindung des Phytols auf Flachenbedarf oder 
Dynwert unwahrscheinlich ist. Ware die Phytol-Doppelbindung cis- 
konfiguriert, so miiBte der Flachenbedarf der Phytol-Molekel erheblich 
hoher liegen. 

Vergleicht man bei Cetyl-alkohol und Phytol die beiden Kurven, 


‘ d 
welche die Anderung des Grenzflachenpotentials (54/4) wiedergeben, 


so fallt der krasse Unterschied der Verlaufsform auf. Das Grenzflichen- 
potential ist u. a. abhéingig von der Flachendichte der Molekeln, so daB 
verzweigtkettige Verbindungen mit hohem Flachenbedarf fast immer 
niedrigere Potentialwerte zeigen als die dazugehérigen normalen Ketten. 
So auch hier: die Anderung des Grenzflachenpotentials setzt bei Phytol 
bereits bei 75 A2/Molekel ein, verlauft dann in Form eines langgestreckten 
flachen ,,Berges‘‘, sinkt zum ,,Dichtpunkt“ hin (54 A?) stark ab, um bis 
zum Kollaps wieder kontinuierlich anzusteigen. Im Vergleich zu n- 
Hexadecanol ist die Ausbildung des Potentials also viel mehr iiber die 
ganze Kurve verteilt; es kommt nicht wie beim normalen Alkohol zur 
Entwicklung fast des gesamten Filmpotentials innerhalb eines kleinen 
Flichenbereichs/Molekel. Die gegeniiber Cetylalkohol betrachtlich er- 
niedrigten Dyn- und Potentialwerte des Phytols (siehe Tab. 1) zeigen, 
daB hier keine festen und starren, sondern fliissige und elastische Filme 
vorliegen. 

Dab Isophytol einen groéBeren Flichenbedarf als Phytol hat, wird 
aus Abb. 2 verstindlich. Isophytol hat einen anderen ,,Kopf“, denn es 
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tragt an ein und demselben C-Atom die hydrophile alkoholische Gruppe, 
eine Methyl- und eine Vinylgruppe. Bemerkenswert ist, daB die Differenz 
zwischen Phytol und Isophytol bei Kondensationsbeginn, also bei ca. 
0,1 Dyn, etwa 18 A? betragt, beim Zusammenbruch des Films (bei 
26,5 baw. 26,8 Dyn) aber nur noch 4,5 A2. Vermutlich wird unter der 
Wirkung des Schubs die Vinylgruppe deformiert und ins Wasser hinein- 
gedriickt. Diese Annahme beruht auf der Erfahrung, daB ungesattigte 
Bindungen im Film deutliche Affinitaét zum Wasser entwickeln kénnen, 
wihrend sonst bei organisch-chemischen Reaktionen Wasser zumindest 
von Athylen-Doppelbindungen nicht addiert zu werden pflegt. 
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Abb. 3. F/A- und54 /A-Isothermen von -Palmitinsaéure (I) und Phytansaure (IT) 


d 
sowie F/A-Isotherme von Vitamin-A-Saure (III). F/A: . Are —-—_—. 


Alle Messungen auf 0,01-n.HCl von 20°. 


Der in Abb. 2 ausgefiihrte Vergleich zwischen Phytol und n- 
Hexadecanol wird in Abb. 3 in ahnlicher Weise fiir die Carbonséuren 
fortgesetzt: Palmitinsaiure als unverzweigte Fettsiure, Phytan- 
siure als eine, bis auf die fehlende Doppelbindung am Phytol analoge 
Saure. Aus der Ahnlichkeit der F/A-Isothermen der Carbonséiuren mit 
denen der entsprechenden Alkohole in Abb. 2 geht ohne weiteres die 
vor kurzem von uns? auch theoretisch begriindete Tatsache hervor, daB 
das Filmverhalten ganz iiberwiegend von der Konstitution der Kohlen- 
wasserstoffkette und nicht von der hydrophilen Kopfgruppe bestimmt 
wird. Das zeigt sich auch in der Anderung des Grenzflichenpotentials 





dA 
das Grenzflichenpotential fast ausschlieBlich in dem kurzen Bereich von 
35 bis 24 A2/Molekel, bei Phytansiure entwickelt es sich in langsamer 


dU : ; : a 
| !A-Kurve}] beim Zusammenschieben. Bei n-Palmitinsiure entsteht 
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Zunahme von 78 A2/Molekel an bis zum Kollaps. Die /4-Kurve der 
Phytansaure zeigt wie stets bei verzweigtkettigen Verbindungen eine 
deutliche Zasur zu Kondensationsbeginn bei 58,3 A?/Molekel, d. h. genau 
zusammenfallend mit dem Dichtpunkt der F/A-Kurve. Diese Ziasur 
erlaubt in allen Fallen, bei welchen wie hier der Anstieg der F/A-Kurve 
zu Kondensationsbeginn nur ganz allmahlich einsetzt, eine einwandfreie 
Feststellung des sogenannten Dichtpunktes. 

Die in Abb. 3 dargestellten Messungen wurden mit Ausnahme von 
Vitamin-A-Saure auf angesiuertem Wasser ausgefiihrt, um die Disso- 
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Abb. 4. F/A- und SX [A-Isothermen von Vitamin-A-Alkohol (1) 
und Perhydro-Vitamin A (II). F/A: ; aA: ———. 


Alle Messungen auf Wasser von 20°. 


ziation der Carboxylgruppen zuriickzudrangen. Untersucht man Carbon- 
siurefilme auf neutralem Wasser, so bleibt die Form der Kurven grund- 
sitzlich gewahrt, doch liegen die maximalen Potentialwerte niedriger 
(s. Tab. 1). Im vorliegenden Falle hat wie bei den Alkoholen die normale 
Verbindung ein erheblich hoheres Potential als die verzweigte ; Palmitin- 
siure erreicht auf 0,01-n.HCl nicht ganz 400mV, Phytanséure nur 
190 mV. 

Stallberg und Stenhagen?’ untersuchten ebenfalls die mono- 
molekularen Filme von Phytol und Phytanséure. Die von ihnen ge- 
fundenen Werte fiir Flichenbedarf und Schubgr6éBe sowie die Form der 
F/A-Kurven stimmen mit unseren Resultaten gut iiberein. 

Abb. 3 enthalt auBerdem die F/A-Kurve der Vitamin-A-Siure, 
deren Flichenwerte zwischen Palmitin- und Phytanséure, deren Dyn- 
werte aber wesentlich tiefer als die der beiden anderen liegen. Eine 
Deutung dieser Kurve aus dem bisher Gesagten ist nicht moglich, wir 
kommen daher auf die Vitamin-A-Siure weiter unten zuriick. 

Betrachtet man in Abb. 4 zunachst die F/A-Kurve von Perhydro- 
Vitamin-A (II), so ergibt sich im Vergleich zur Kurve des Phytols in 


7 St. Stallberg u. E. Stenhagen, Svensk. Kem. Tidskr. 53, 44 [1941]. 
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Abb. 2 eine sehr ahnliche Verlaufsform: beide Kurven lassen sich fast 
zur Deckung bringen bis zum Zusammenbruch des Perhydro- Vitamins. 
Das geht auch aus Tab. 1 hervor: Die Flichenwerte von Phytol und 
Perhydro-Vitamin-A betragen am Dichtpunkt 54,4 bzw. 55,6 A?, am 
Kollaps 34,9 baw. 38,9 A?. Die gréBere Differenz am Kollaps rihrt daher, 
daB der Film des Phytols bei einem héheren Dynwert zusammenbricht, 
so daB die F/A-Kurve des Phytols etwas hoher steigt als diejenige des 
Perhydro-Vitamins. Die Ahnlichkeit der beiden Kurven ist insofern 
iiberraschend, als Perhydro-Vitamin den £-Jonon-Ring} besitzt, der sich 
aber offenbar in der F/A-Kurve nicht oder nur in einem gegeniiber dem 
Phytol friiheren Zusammenbruch bemerkbar macht. 


1 ‘fl 
Das gleiche gilt auch fiir die jq/4-Kurven von Phytol und Per- 


hydro-Vitamin A: Die Anderungen des Grenzflachenpotentials er- 
folgen in ganz ahnlicher Form und bei fast identischen Flichenwerten/ 
Molekel; nur liegt auch hier ahnlich wie bei den Dynwerten der F/A- 
Kurve der maximale Wert des Grenzflichenpotentials bei Phytol hoher 
als bei Perhydro-Vitamin A (260: 137 mV). 

Sehr aufschluBreich ist der Vergleich des Perhydro-Vitamins A mit 
dem eigentlichen -Vitamin A, denn beide Verbindungen unterscheiden 
sich in ihrer chemischen Konstitution lediglich dadurch, daB dem 
Perhydro-Vitamin die 5 konjugierten Doppelbindungen des Vitamin-A- 
Alkohols fehlen. In den F/A-Kurven ist zu Kondensationsbeginn die 
Differenz des Flichenbedarfs der beiden Verbindungen noch gering 
(ca. 5—6 A2), dagegen kollabiert der Film des Vitamins A bei einem 
wesentlich geringeren Flachenwert/Molekel (26 A?) als sein Hydrierungs- 
produkt (39 A?). Auch die fiir den Zusammenbruch des Films erforder- 
lichen Schubgr6Ben unterscheiden sich erheblich: rd. 30 Dyn bei Vita- 
min A, rd. 22 Dyn bei der Perhydro-Verbindung. 

Aus dem auffallend geringen Flichenbedarf des Vitamins A im 
Kollaps geht hervor, daB die Doppelbindungen nicht cis-konfiguriert 
sein kénnen. Dies stimmt iiberein mit Untersuchungen reaktionskineti- 
scher Art, nach denen das Pentaen-System des Vitamins All-trans-Lage 
besitzt, und folgt auch aus dem Zusammenhang mit -Carotin. Der 
gegeniiber der Perhydro-Verbindung erniedrigte Flachenbedarf kann 
jedoch nicht darauf beruhen, daB Vitamin A 10 Wasserstoffatome 
weniger besitzt. Denn Wasserstoffatome beeinflussen den Flachen- 
bedarf/Molekel praktisch nicht, da sie in der mit dem Wirkungsradius 
des Kohlenstoffatoms gebildeten Kugel mit enthalten sind. 

Demnach bleibt als Erklarung nur iibrig, daB der niedrige Flachen- 
bedarf der Vitamin-A-Molekel von den zwischenmolekularen Kraften 
der fiinf konjugierten Doppelbindungen herriihrt, welche die dichte 
Packung des Films unterstiitzen. Es handelt sich hierbei nicht nur um 
eine Verfestigung des Films in dem Sinne, daf ein wachsender Schub 
linger ertragen wird, sondern darum, da die konjugierten Doppel- 
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bindungen eine enge und geordnete Aneinanderlagerung der Molekeln 
von sich aus begiinstigen. Hierfiir spricht, daB die F/A-Kurve des 
Vitamins A nicht eine einfache Verlangerung der F/A-Kurve des Per- 
hydrovitamins nach oben darstellt, sondern daf vom Kondensations- 
beginn an der zu gleichen Dynwerten gehérende Flaichenbedarf/Molekel 
bei Vitamin A im Vergleich zu Perhydro-Vitamin immer geringer wird. 
Z. B. betragt bei einem Schub von 20 Dyn die Querschnitts-Grundfliache 
der ee rd. 38 A?, die des A-Vitamins aber nur 
rd. 29 A?. 

Diese Anschauung wird gestiitzt durch den Verlauf der Potential- 
kurven: Wahrend die Anderung des Grenzflichenpotentials bei der 
Perhydro-Verbindung in zwei flachen Erhebungen verlauft, die der ent- 
sprechenden Kurve des Phytols ahnlich sind, tritt bei Vitamin A zwi- 
schen 66 und 50 A? (Dichtpunkt“) ein betrachtlicher ,,Berg“ auf. Dieser 
kann nur durch das Pentaen-System hervorgerufen sein, und wir 
nehmen an, daB in diesem Bereich die Annaherung und Aufrichtung der 
Vitamin-A-Molekeln so weit fortgeschritten ist, daB die zwischen- 
molekularen Kriafte der konjugierten Doppelbindungen zur Wirkung 
kommen kénnen. Damit setzt die Stabilisierung des Filmes ein, die dann 
das Zusammenschieben auf einen geringeren Flichenwert/Molekel bei 
héherer Dynzahl als bei der Perhydro-Verbindung gestattet, ohne daB 
der Film kollabiert. 

An dieser Stelle sei auf die in Abb. 3 dargestellte F/A-Kurve der 
Vitamin-A-Saure verwiesen. Ihre Flachenwerte sind denen des Vitamin- 
A- Alkohols sehr ahnlich (siehe Tab. 1), ein Verhalten, welches aus 
empirischen Griinden und aus theoretischen Uberlegungen*® auch zu 
erwarten ist. Denn der Austausch der Carboxylgruppe gegen die primire 
alkoholische OH-Gruppe oder umgekehrt pflegt die Flachenwerte/Mole- 
kel bei grenzflichenaktiven Verbindungen, deren hydrophobe Molekel- 
teile identisch sind, garnicht oder nur sehr wenig zu beeinflussen. Die 
auffallend niedrigen Dynwerte der Vitamin-A-Saure (9 Dyn beim 
Kollaps!) erkliren sich daraus, daB die Saiure nur auf neutralem Wasser 
gemessen wurde. MiBt man auf 0,0l-n.HCl, so liegen die Dynwerte 
wesentlich héher, ohne daB die charakteristische Form der Kurve ver- 
andert wird. 

Die in Abb. 5 zusammengestellten F/A-Isothermen von Estern des 
Vitamins A und von Phytylacetat zeigen, daB diese Ester stabile Filme 
geben, doch liegen, wie allgemein bei Estern héherer Alkohok, die fiir den 
Zusammenbruch des Films erforderlichen Schubgr6éBen in Dyn niedriger 
als bei den dazugeh6rigen freien Alkoholen. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, 
brechen die Ester des A-Vitamins bei Dynwerten zusammen, welche 
die Halfte oder weniger der. beim freien Vitamin A gemessenen Schub- 
gréBen betragen. Beziiglich der Flachenwerte gilt, daB Ester hoherer 
Alkohole besonders dann einen wesentlich gréBeren Flichenbedarf 
haben als der Alkohol allein, wenn die Siurekomponente mehr als drei 
C-Atome besitzt. Dementsprechend ist der Unterschied im Flachen- 
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bedarf zwischen Vitamin-A-Alkohol und A-Acetat noch gering (zu 
Kondensationsbeginn ca. 50:52 A?, am Kollaps 26:33 A?), zwischen 
A-Alkohol und A-Oleat oder -Palmitat aber sehr betraichtlich. Auch der 
Vergleich Phytol/Phytylacetat zeigt, daf das Acetat im Verlauf der 
gesamten F/A-Kurve groBere Flichenwerte aufweist, aber bei geringerem 
Schub kollabiert. 

Eine Sonderstellung nimmt Vitamin-A-Succinat ein, weil hier 
beide Carboxylgruppen der Bernsteinsiure mit Vitamin A verestert 
sind. Strukturchemisch kénnte man die Verbindung daher als ein 
,,doppeltes‘ Acetat auffassen, bei dem die CH,-Gruppen der Essigsaure- 
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Abb. 5. F/A-Isothermen der Ester bei 20°. I Vitamin-A-Oleat, II = Vitamin- 
A-Palmitat, ITI = Vitamin-A-Succinat, [V = Vitamin-A-Acetat, V = Phytylacetat. 
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reste durch C—C-Bindung verkniipft sind. Diese Ansicht wird durch die 
Flachenwerte im ,,Dichtpunkt‘ und Kollaps gestiitzt: Wie aus Tab. 1 
hervorgeht, beansprucht das Succinat fast genau die doppelte Quer- 
schnitts-Grundflache wie das Acetat, wihrend die Dynwerte beim Kol- 
laps praktisch die gleichen sind. 

Ganz andere Verhiltnisse als bei Acetat und Succinat treten beim 
Palmitat auf: Hier wird durch die Siurekomponente nicht nur die 
Kopfgruppe verandert, sondern der Palmitinsiurerest greift auf Grund 
seiner Gr6éBe auch in die Packung der hydrophoben Molekelreste ein, 
d.h. im Film schiebt sich zwischen zwei Vitamin-A-Molekeln jeweils 
eine Palmitinsiurekette. Die Vitamin-A-Konzentration im Film wird 
durch die Palmitinsiurereste sozusagen auf die Halfte verdiinnt. Infolge- 
dessen ist der Flichenbedarf des Esters stark erhoht, stiarker noch, als 
man es aus den Werten der Einzelkomponenten erwarten sollte. Denn 
bei Glyceriden z. B. entspricht der Flichenbedarf ziemlich genau der 
Summe der einzelnen Fettsiureketten, bei Vitamin-A-Palmitat aber 
wird besonders beim Kollaps die Summe der Querschnittsflaichen der 
beiden Einzelkomponenten weit iiberschritten. Das spricht fiir die 
folgende Deutung: Im Vitamin-A-Palmitat wird durch die zwischen die 
Vitamin-Molekeln eingeschobenen Palmitinsiurereste die gegenseitige 
Beeinflussung der konjugierten Doppelbindungen verhindert, so daB 
deren zwischenmolekulare Krifte sich nicht auswirken kénnen und die 
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sonst bei Vitamin A beobachtete besonders dichte Packung nicht zu- 
stande kommt. 

Das Vitamin-A-Oleat besitzt noch hohere Flachenwerte als das 
Palmitat. Olsiure hat cis-Konfiguration und bendétigt, wenn sie allein 
gefilmt wird, eine betrachtlich gréBere Querschnittsfliche als eine 
trans-konfigurierte Séure. Beim Vitamin-A-Oleat lat sich zwar nicht 
ohne weiteres sagen, ob und in welchem Mae im zusammengedriickten 
Ester die Winkelung der Olsiurekette bei C,/C,) erhalten bleibt, doch ist 
der hdhere Flaichenbedarf des Oleats gegeniiber dem Palmitat ohne 
Zweifel auf die cis-Lage der Doppelbindung zuriickzufiihren. 
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Abb. 6. F/A- und < /A-Isothermen von Vitamin-A-Aldehyd (1) und F/A-Iso- 


therme von Vitamin-A-Methylather (II) auf Wasser von 20°. 


Vitamin-A-Methylather gibt einen ausgepragten stabilen, fliissigen 
Film, der erst bei einem Schub von 14,5 Dyn kollabiert. Dadurch laBt 
sich der Film, ohne zusammenzubrechen, relativ stark zusammen- 
driicken, sein Flachenwert/Molekel unterscheidet sich kurz vor dem 
Kollaps nur wenig von dem des Vitamin-A-Alkohols. 

Anders verhalt sich Vitamin-A-Aldehyd, denn dessen Film bricht 
bereits bei 39 A? und weist damit nicht den geringen Flichenbedarf auf, 
den andere Vitamin-A-Verbindungen im Kollaps besitzen. Sehr auf- 
fallend ist das Verhalten des Grenzflichenpotentials. Eine solche, bei 
78 A? einsetzende steile Anderung des Grenzflichenpotentials haben wir 
bei anderen Verbindungen bisher nie beobachtet. Da es uns z. Zt. noch an 
Vergleichsméglichkeiten mit anderen Aldehyden fehlt, 1a8t sich nicht 


ee , dU ' 
sagen, ob die eigenartige Form der qgl4-Kurve zusammen mit dem 


auBerordentlich hohen Potentialwert (760 mV!) allgemein bei Aldehyden 
auftritt oder ob hier nur deshalb ein Sonderfall vorliegt, weil Vitamin-A- 
Aldehyd nicht mehr als Pentaen-, sondern auf Grund seiner Carbonyl- 
gruppe als Hexaensystem aufgefaBt werden kann. 
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Unter den in der vorliegenden Arbeit gepriiften Verbindungen der 
Vitamin-A-Gruppe gaben zwei Substanzen auf Wasser von 20° keine 
meBbaren Filme: Der Vitamin-A-Phenylaither und das Anhydro- 
vitamin A. Dies diirfte sich daraus erkliren, daB im Phenylather die 
Affinitat des Athersauerstoffs zum Wasser nicht mehr ausreicht, um die 
groBe Molekel in der Wasseroberfliche zu verankern. Im Anhydro- 
vitamin ist dagegen iiberhaupt keine hydrophile polare Gruppe vor- 
handen, so daB die Verbindung nicht mehr grenzflaichenaktiv ist. 


Diskussion 

Uberblickt man die filmgebenden Vitamin-A-Substanzen, so findet 
man die Fahigkeit zur Einnahme auffallend kleiner Querschnitts- 
flachen pro Molekel bei Vitamin-A-Alkohol, der dem eigentlichen 
Vitamin entspricht, und bei Vitamin-A-Saure, in etwas geringerem MaBe 
bei A-Acetat, A-Succinat und A-Methylather, weniger ausgepragt bei 
A-Aldehyd und garnicht bei A-Palmitat und A-Oleat. Der hohe Flachen- 
bedarf der beiden langkettigen Ester ist verstandlich, wie oben bereits 
ausgefiihrt wurde (s. Abb. 5). Dagegen fehlt bisher eine Erklaérung fir 
die Tatsache, daB sich der A-Aldehyd nicht den F/A- und Potential- 
Kurven der verwandten Vitamin-A-Verbindungen wie Alkohol oder 
Saure anschlieBt. 


Bei der Untersuchung filmgebender Vitamin-A-Substanzen 
tritt als Unsicherheitsfaktor die Gefahr der Autoxydation hinzu, 
denn autoxydierte Verbindungen der Vitamin-A-Gruppe zeigen eine 
Senkung der Werte fiir den Flaichenbedarf. Wir fanden z. B. bei 
autoxydiertem Vitamin A je nach dem Grade der Veriinderung fiir den 
,,Dichtpunkt“‘ (Kondensationsbeginn) 45—35 A? (statt 50 A?) und fiir 
den scheinbaren minimalen Flachenbedarf beim Kollaps 15—13 A? 
(statt 26 A?) pro Molekel. Ebenso bei Vitamin-A-Saure fiir den ,,Dicht- 
punkt“ etwa 20 A? statt 51 A? und am Kollaps 6—9 A? statt 28,5 A2?/Mo- 
lekel. Der als Folge der Autoxydation auftretende, abnorm niedrige 
Flachenbedarf/Molekel diirfte sich daraus erkliren, daB ein Teil der 
gespreiteten Molekeln durch Ausbildung hydrophiler Gruppen wasser- 
léslich wird und damit die Fahigkeit, Filme zu bilden, verliert. 

Wir haben, wie einleitend auf S. 34 ausgefiihrt wurde, peinlich 
darauf geachtet, autoxydativen Veranderungen vorzubeugen. Unter 
Beriicksichtigung der dort genannten VorsichtsmaS8nahmen bei der 
Arbeitsweise geht aus den erhaltenen MeBergebnissen hervor, da die 
Flachenwerte nicht durch Autoxydation der Substanzen beeinfluBt 
sein kénnen. Denn die gemessenen Querschnittsflichen der Vitamin-A- 
Verbindungen passen untereinander gut zusammen, z. B. beziiglich des 
Verhaltnisses zwischen Alkohol und Saure, Alkohol und Acetat, Acetat 
und Succinat, Acetat und Methylather. Da die Geschwindigkeit der 
Autoxydation bei verschiedenen Substanzen stark variiert, hatten sich 
diese Beziehungen verschieben miissen ; sie sind aber so, wie sie sonst bei 
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zusammengehorigen Estern, Séuren und Alkoholen auch gefunden 
werden, in der vorliegenden Arbeit z. B. bei Phytol, Phytansiure und 
Phytylacetat. 


Ks bleibt somit nur iibrig, die auffallend geringen Flichenwerte des 
Vitamin-A-Alkohols und einiger seiner Derivate als. konstitutions- 
spezifisches Merkmal zu betrachten. Entscheidend fiir diese Auffassung 
ist die Vergleichsmessung des A-Alkohols mit dem Perhydro-Vitamin A 
(Abb. 4), denn hierbei sind alle auftretenden Differenzen im Film- 
verhalten der beiden Stoffe eindeutig der chemischen Konstitution, d. h. 
in diesem Falle dem Vorhandensein bzw. dem Fehlen des Pentaensystems 
zuzuordnen. Da die gesattigte Verbindung einen erheblich héheren 
Flachenbedarf/Molekel besitzt, spricht dies, wie in der Besprechung der 
Abb. 4 bereits niher begriindet wurde, zusammen mit dem Verhalten 
des Grenzflaichenpotentials fiir die Betatigung intermolekularer Attrak- 
tionskrafte durch die konjugiert-ungesattigten Liickenbindungen. 


Fir die physiologische Wirkung des Vitamins A sind die 
konjugierten Doppelbindungen und der £-Jononring notwendige struktur- 
chemische Voraussetzungen. Unter den in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Substanzen, die diese Voraussetzung erfiillen, befinden 
sich auch einige Ester des Vitamins A: das Acetat, Succinat, Palmitat 
und Oleat. Diese nehmen, falls sie oral zugefiihrt werden, bei der phy- 
siologischen Beurteilung insofern eine besondere Stellung ein, als Ester 
im Darm spaltbar sind. Nach der klassischen Auffassung werden Ester 
im Darm vollstandig hydrolysiert, die Komponenten getrennt resorbiert. 
Die neuerdings, besonders von Frazer, aufgestellte Behauptung, wo- 
nach Glyceride zu einem hohen Prozentsatz auch ungespalten oder 
teilweise hydrolysiert resorbiert wiirden, erscheint uns experimentell 
nicht ausreichend gesichert. Wir nehmen daher nach wie vor an, daB 
bei oraler Zufuhr eines leicht spaltbaren Vitamin-A-Esters im Darm der 
gesamte Vitamin-A-Alkohol frei wird und als solcher von der Darm- 
schleimhaut aufgenommen wird. Bei schwer spaltbaren, z. B. sterisch 
gehinderten Estern, werden dagegen die ungespaltenen Anteile des 
Esters mit dem Kot ausgeschieden. Dem intermediaren Stoffwechsel 
wird somit nach Fiitterung von Vitamin-A-Estern nicht der zugefiihrte 
Ester, sondern das A-Vitamin selbst angeboten, so daB es sich eriibrigt, 
nach Beziehungen zwischen den monomolekularen Filmen der Ester 
und ihrer physiologischen Wirkung zu suchen. Was man im Vitamin-Test 
an der Ratte nach Fiitterung von A-Estern miBt, diirfte praktisch dem 
Grad der Ausnutzung des Esters im Darm entsprechen. Anders liegen 
die Verhiltnisse bei percutaner Resorption von Vitamin-A-Estern. 
Hier konnten wir® zeigen, daB nach Lésen von Vitamin-A-Palmitat in 
einem Mischglycerid mittelkettiger Fettsiuren erhebliche Dosen des 
Esters resorbiert werden und Vitamin-Wirkungen entfalten. 


8 G. Weitzel u. O. Nast, Dermatol. Wschr. 124, Heft 42 [1951]. 
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Hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen Filmverhalten und 
physiologischer Wirkung kann man mit ziemlicher Sicherheit annehmen, 
daB Vitamin A im Zellstoffwechsel nicht frei ist, sondern mit Hilfe seiner 
funktionellen Gruppe, vielleicht unter Mitwirkung von Phosphorsaure, 
auf eine hydrophile Grenzfliche (Eiweif-Wasser) aufzieht. Die Phos- 
phorylierung wiirde eine bedeutende Verstarkung des polaren Charakters 
bedeuten und dem Vitamin eine starke Affinitat zu basischen Zentren 
des Proteins der Zelle verleihen. Jedenfalls bildet Vitamin A damit auch 
in der Zelle einen ,,Film‘*, wenn hier auch die Zusammensetzung der 
Phasengrenzen, die Temperatur- und Druckverhaltnisse von den Modell- 
versuchen in vitro stark abweichen. Trotzdem kann man aber aus den 
Modellversuchen mit monomolekularen Filmen gewisse Grundtatsachen 
erkennen: ob eine Substanz tiberhaupt Neigung zeigt, Filme zu bilden 
und wie stark ihre Fahigkeit hierzu ist, ob sie sperrige Filme bildet oder 
nur wenig Flaiche pro Molekel benétigt, ob sie im Film geringe oder hohe 
Kohisionskrafte entwickelt usw. Daraus lassen sich mit aller Vorsicht 
auch Schliisse auf das Verhalten an den Grenzflichen der Zelle ziehen. 


Damit erhebt sich die Frage, ob die Fahigkeit zur Filmbildung mit 
der Vitamin-A-Wirkung verbunden ist. Vitamin-A-Saure, deren mono- 
molekulare Filme im Modellversuch (s. 0.) denen des A-Alkohols sehr 
ahnlich sind, ebenso wie A-Aldehyd und A-Methylather besitzen zu- 
sammen mit einem ausgepragten Filmbildungsvermégen die physiologi- 
sche Vitamin-Wirkung. Dabei wird der A-Saure oral die gleiche Wirkung 
wie Vitamin A selbst zugeschrieben®, wobei es gleichgiiltig sein miiBte, 
ob man das Natriumsalz oder die freie Saure fiittert, da durch die Magen- 
Salzsiure die A-Saure freigesetzt wird und im Duodenum das Alkalisalz 
zuriickgebildet werden kann. Eine deutliche Parallele zu den Film- 
ergebnissen zeigt die physiologische Wirksamkeit bei den Athern: 
Vitamin-A-Methylather hat volle Vitamin-Wirksamkeit und bildet 
stabile, den anderen wirksamen A-Derivaten sehr dhnliche Filme. 
Vitamin-A-Phenylather hat fast keine Vitamin-Wirksamkeit und 
ist auf Wasser nicht zur Filmbildung befahigt. Eine weitere Bestatigung 
des Zusammenhangs zwischen Filmbildungsvermégen und Vitamin- 
Wirksamkeit liefert das Anhydro-Vitamin A: es besitzt keirie polare 
hydrophile Gruppe, 1a8t sich nicht filmen und wirkt auch nicht. 

Der bei den Spreitungsmessungen der vorliegenden Arbeit ge- 
fundene, auffallend geringe Flichenbedarf zusammen mit der leichten 
Zusammendriickbarkeit der Vitamin-A-Substanzen im Film scheint 
somit ein allgemeines Charakteristikum vitamin-A-wirksamer Ver- 
bindungen zu sein. Das wiirde fiir den Zellstoffwechsel bedeuten, daB im 
Vitamin A eine grenzflichenaktive Substanz vorliegt, die besonders 
leicht an den passenden Oberflichen massiert werden 
kann. Darin ware auch eine Stiitze alterer physiologisch-chemischer 
Anschauungen zu sehen, die aus anderen Griinden eine dichte Besetzung 


®* F. Bohlmann, Angew. Chem. 62, 4 [1950]. 
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mancher Oberflachen, z. B. Darmschleimhaut oder Retina, mit Vitamin A 
annehmen. Zur Lipoproteidbildung sind Vitamin A oder sein Phosphor- 
siureester oder auch die A-Séure sicher hervorragend befaihigt. Zu den 
beiden strukturchemischen Bedingungen fiir Vitamin-A-Wirksamkeit — 
4£-Jononring und konjugiertes System — tritt offenbar eine dritte hinzu: 
die betreffende Verbindung mu durch den Besitz einer hydrophilen 
Kopfgruppe ein ausreichendes Filmbildungsvermégen _be- 
sitzen. 


Zusammenfassung 


Vitamin-A-Alkohol und eine Anzahl von Verbindungen der Vitamin- 
A-Gruppe sowie weitere, dem Vitamin A strukturell ahnliche Substanzen 
wurden im monomolekularen Film auf Wasseroberflichen untersucht. 

Aus der Messung des Flaichenbedarfs pro Molekel bei verschiedenem 
Schub (= F/A-Isotherme) und der Anderung des Grenzflachenpotentials 


‘d 
wahrend der Schubmessung oi Differentialquotient] lassen sich 


Riickschliisse ziehen auf das allgemeine Verhalten der gepriiften Sub- 
stanzen an Grenzflachen. 

Im Vergleich zu methylierten Hexadecanolen und Phytol bzw. 
Phytansaure haben Vitamin-A-Alkohol, A-Saure, A-Methylather, A-Ace- 
tat und A-Succinat einen auffallend geringen Flachenbedarf pro Molekel. 
Die Gegeniiberstellung der MeBergebnisse von Vitamin-A-Alkohol und 
Perhydro-Vitamin A zeigt deutlich den Einflu8 des Pentaen-Systems: 
Der im Vergleich mit der Perhydro-Verbindung wesentlich erniedrigte 
Flachenbedarf des Vitamins A, sein gréBerer Dynwert im Kollaps und 
sein viel hoheres Grenzflachenpotential sprechen dafiir, daB die zwischen- 
molekularen Krafte der konjugierten Doppelbindungen die dichte 
Packung der Vitamin-A-Molekeln im Film begiinstigen und ihn stabili- 
sieren. 

Es ergibt sich, daB Verbindungen, wie Vitamin-A-Phenylather und 
Anhydrovitamin A, die biologisch fast nicht oder garnicht wirksam sind, 
auch kein Filmbildungsvermogen besitzen, daB dagegen alle voll wirk- 
samen Vitamin-A-Derivate auch stabile monomolekulare Filme bilden. 
Daraus ist zu schlieBen, daB zusaitzlich zu den beiden strukturchemischen 
Voraussetzungen fiir Vitamin-A-Wirksamkeit — £-Jonon-Ring und 
konjugiertes System — als drittes eine hydrophile Kopf-Gruppe er- 
forderlich ist, die ein geniigend groBes Filmbildungsvermégen gewahr- 
leistet. 
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Zur Kenntnis der Kartoffelphosphatase 
III. Mitteilung' 
Von 
B. Helferich, H. Stetter, W. Piischel, Hildegard Séntgerath und G. v. Bruck 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Marz 1952) 


Schon in der ersten Arbeit? war die Spaltung des Phenylphosphats 
zur Bestimmung der Aktivitat des Ferments nicht nur bei 30° untersucht 
worden, sondern auch bei 37°, um einen Vergleich mit den Bestimmungen 
anderer Autoren, auch an anderen Phosphatasen, zu ermoglichen. In der 
vorliegenden Arbeit ist der Vergleich zwischen Phenylphosphat und 
4£-Glycerophosphat, mit dem z.B. Schramm und Flammersfeld 
die Wirksamkeit ihrer Praparate von Kartoffelphosphatase bestimmt 
haben’, quantitativ bei 30° durchgefiihrt worden. Das Phenylphosphat 
wird etwas schneller gespalten. Die mit /-Glycerophosphat bestimmten 
Phosphatase-Kinheiten (PE) miissen mit rund 1,5 multipliziert werden, 
um zu den Phosphatase-Einheiten (PE), bestimmt am Phenylphosphat, 
zu kommen. . 

Bei der groBen Empfindlichkeit der reineren Praparate des Fer- 
ments schien es wiinschenswert, auch die Moglichkeit der Bestimmung 
bei 0° anstatt bei 30° zu schaffen, um eine Zerstérung des Ferments 
wihrend der Bestimmungsdauer moglichst hintanzuhalten. Als Faktor, 
mit dem die PE bei 0° multipliziert werden miissen, um auf die ,,nor- 
malen‘‘ bei 30° bestimmten zu kommen, wurde im Durchschnitt 7,0 
gefunden. 

Ein erster Versuch, eine stereochemische Spezifitat der Kartoffel- 
phosphatase nachzuweisen, gliickte nicht. Acetonglycerin-x-phosphat 
wird zwar durch Kartoffelphosphatase gespalten — fast so gut wie 
£-Glycerophosphat — doch konnte eine optische Aktivitét des nach 
partieller Spaltung unveranderten Anteils nicht festgestellt werden, 
zumal die zu erwartende Drehung nicht grof war. 

Dagegen gelang es, durch Spaltung des Phosphorsaure-esters des 
Octanols-(2), eine stereochemische Spezifitét der Kartoffelphosphatase 
festzustellen. Wurde die Fermentspaltung bei 50°, unterbrochen, so 
konnte der abgespaltene Alkohol mit einer Drehung von [«]?!: + 1,86°, 
also mit einem optisch aktiven Anteil, gewonnen werden. Die vollstandige 
Spaltung der zweiten Hilfte ergab, als weiteren Beweis, einen Alkohol 
von der Drehung [«]j}: —1,82°. Die spezifische Drehung der reinen 
Antipoden ist [«]p: 9,9°. Wie bei vielen Esterasen ist die stereochemi- 
sche Spezifitat demnach wenig ausgepragt. Der (+)-Ester wird etwas 

1 B. Helferich u. H. Stetter, Liebigs Ann. Chem. 560, 191 [1948]. 


2 B. Helferich u. H. Stetter, Liebigs Ann. Chem. 558, 234 [1947]. 
3G. Schramm u. H. Flammersfeld, Naturwiss. 34, 216 [1947]. 
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schneller gespalten als der (—)-Ester. Ob diese Spezifitat dem Ferment 
selbst oder irgendwelchen durch andere optisch aktive Substanzen er- 
setzbaren Begleitstoffen zuzuschreiben ist, kann nicht entschieden 
werden, zumal bei diesen Versuchen nur schwachwirksame Ferment- 
praparate eingesetzt werden konnten. 

Die weitere Anreicherung des Ferments hat trotz erheblicher 
Schwierigkeiten Fortschritte gemacht. Es gelang dies im Anschlu8 an 
die schon beschriebene Fraktionierung erst mit Aceton, dann mit Tannin, 
durch weitere Fallung mit Ammonsulfat und dann mit Alkohol. Wie 
schon in der zweiten Veroffentlichung! angedeutet ist, sind die Méglich- 
keiten der Reinigung, besonders der Tanninfallung, offenbar stark vom 
EiweiBgehalt der Kartoffel abhaingig und damit nicht nur von der Sorte, 
und der Ernte-Jahreszeit, sondern auch vom Erntejahr selbst. Um ein 
brauchbares Ausgangsmaterial zu erhalten, miissen daher eine Reihe 
von Sorten, von den Friihkartoffeln bis zu den Spatkartoffeln vor- 
untersucht werden. Als besonders erschwerend kommt hinzu, daB auch 
die Praiparate aus den zunichst gut verwendbaren Sorten beim Lagern 
ohne Aktivitaétsverlust ihre Fallbarkeit, z.B. mit Tannin, mit 
Ammonsulfat und mit Alkohol stark verindern bzw. verlieren. Die im 
experimentellen Teil angegebenen Versuche sind daher nur als Beispiele 
zu werten, 

Auf Grund von Versuchen iiber die Verteilung der Phosphatase 
in der Kartoffelknolle, die spiter veréffentlicht werden sollen, wurden 
zwar gut gewaschene, aber ungeschilte Kartoffeln zur Saftgewinnung 
durch Zerkleinern und Abpressen verwandt. Die Bestimmung der PE 
erfolgte stets, wenn nicht anders angegeben, nach der seinerzeit be- 
schriebenen Methode?. Der Gehalt des PreBsaftes an Ferment ist sehr 
verschieden. Wir fanden Werte zwischen 30 und 110 PE pro ccm. Diese 
Zahlen sind nicht ohne weiteres vergleichbar. Denn die Wirksamkeit 
des PreBsaftes ist erheblich — bis zu 40°, — hoher, wenn er verdiinnt 
wird. In der Regel wurde eine Verdiinnung fiir die Bestimmung gewahlt, 
die 3—5 PE pro ccm verdiinnten Saft enthielt. 

Die Fallung dieses Saftes mit Aceton ergab als erste Fallung 
einen fermentfreien bzw. -armen Niederschlag, als zweite Fraktion mit 
weiterem Aceton die Hauptmenge des Ferments — ,,Acetonferment™ — 
mit einem Gehalt von 6 bis 12 PE pro mg Trockenpriaparat in einer 
Ausbeute von etwa 50—75°% der Gesamtaktivitat des PreBsaftes. 

Zur fraktionierten Faillung des so gewonnenen ,,Acetonfermentes 
mit Tannin eignen sich nur die Praparate bestimmter, nicht zu eiweib- 
armer, aber auch nicht zu eiweiBreicher, gut ausgereifter Sorten. AuBer- 
dem diirfen die Kartoffeln nicht linger als etwa 1—2 Monate gelagert 
haben. Und auch die zunichst brauchbaren Priaparate verlieren die 
Eigenschaft, mit Tannin fraktioniert gefaillt werden zu kénnen, auch 
wenn die Wirksamkeit des Ferments praktisch nicht nachgelassen hat. 
Fiir die Gewinnung hochwertiger Praparate ist man daher auf Vor- 
versuche und auf die rasche Verarbeitung der frisch hergestellten 
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Acetonpriaparate angewiesen. Die wirksamsten Praparate dieses , 'Tannin- 
fermentes* fallen mit den letzten Anteilen der zugesetzten Tannin- 
lésung aus. Auch hierbei sind Versuche zur Ermittlung der Tannin- 
mengen nétig. Der Gehalt an PE pro mg dieser letzten Fallungen kann 
700 erreichen. Fir die weitere Fallung mit Ammonsulfat sind Priparate 
mit 450 und mehr PE pro mg geeignet. 

Die Verwendung eines besonders gereinigten Tannins (Ausschiitteln 
aus neutraler waBriger Losung mit Essigester) oder einer synthetisch 
hergestellten Pentagalloylglucose brachte keine Vorteile. 

Aus der waBrigen, citratgepufferten Losung des ,,Tanninferments* 
fallt Ammonsulfat bei etwa '/, Sattigung fermentarme oder -freie 
EiweiBstoffe, bei etwa ?/, Sattigung sehr wirksames Ferment mit bis zu 
2500 PE pro mg. Der Ammonsulfatgehalt dieser Praparate wurde durch 
Mikro-NH,-Bestimmung* ermittelt und vom Gewicht des Praparats 
abgezogen. 

In einem, bisher allerdings nicht reproduzierten, experimentell 
aber einwandfreien Fall gelang eine Ammonsulfatfallung (75,5 mg) mit 
einem Gesamtgehalt von 50000 PE. Der analytisch bestimmte Gehalt 
an Ammonsulfat betrug 63,0 mg, der organische Anteil demnach 12,5 mg, 
mit einem Gehalt von rund 4000 PE pro mg (+ 200). 

Die so gewonnenen Fermentpriparate von 1000—2000 PE pro mg 
lassen sich durch Fallen der waBrigen Loésung mit Alkohol (mit 
einem stabilisierenden Zusatz von Glycerin oder Octylalkohol) noch 
weiter anreichern. 

In einzelnen Fallen, mit einer Sorte ,,Aquila‘‘ der Ernte 1950, 
gelang es, bei dieser fraktionierten Fallung mit Alkohol, Kristalle zu 
erhalten, die zwar noch etwas Ammonsulfat enthielten, deren Wirk- 
samkeit aber etwa 3500 PE pro mg entsprach. Beim Versuch der Um- 
kristallisation ging die Fermentwirkung verloren. Die einwandfreie 
Wiederholung dieser Kristallisation ist bisher noch nicht gelungen. 

Aber auch mit 2500 PE pro mg ist die bisherige Anreicherung er- 
heblich iiberschritten. Die besten, von Schramm und Flammersfeld 
hergestellten Priparate? hatten, gemessen mit £-Glycerophosphat, 
670 PE pro mg, umgerechnet auf Phenylphosphat demnach etwa 1000. 


Auffallend erscheint es, daB besonders wirksame Fermentpraparate 
ihre Fallbarkeit durch Aceton, Tannin, auch durch Ammonsulfat und 
durch Alkohol weitgehend einbiiBen. Es kann dies so gedeutet werden, 
daB die Kartoffelphosphatase nicht zu den besonders hochmolekularen 
Substanzen gehért. Dafiir sprechen auch vorliufige Versuche zur Ultra- 
filtration: Durch ein Ultrafeinfilter ,,grob‘‘ der G6ttinger Membran- 
gesellschaft ging das Ferment z. Tl. hindurch und konnte im Filtrat 
nachgewiesen werden. 





4 FE. I. Conway u. A. Byrne, Biochem. J. 27, 419 [1933]; Mikro-Kjeldal- 
App. nach Gebhard, Fa. Chemie-Labor, Bonn. 
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Versuche und Belege 


Quantitativer Vergleich der Wirksamkeit von Kartoffelphosphatase 
gegen £-Glycerophosphat und gegen Phenylphosphat 

Das Dinatrium-f-glycero-phosphat wurde nach Bailly® hergestellt. Zur 
Reinigung wurde das Salz, 1 Gew.-TI. in 1 Vol. Wasser, kalt gelést und die Lésung, 
nach dem Klaren mit Tierkohle, langsam mit dem 114-fachen Vol. Methanol ver- 
setzt. Das Salz fiel dabei sofort kristallin. Nach zweimaligem Umkristallisieren 
schmolz es bei 104°. Seine Reinheit wurde durch eine Phosphorbestimmung® 
bestatigt. 

(C3;H,0,)-O-PO3,Na,-5 H,O. Ber. P 10,13. Gef. P 9,85. 

Bei der Verwendung von £-Glycero-phosphat als Substrat fiir die Phosphatase- 
wirkung ist man auf die quantitative Bestimmung der abgespaltenen Phosphor- 
sdure angewiesen, wahrend man bei Verwendung von Phenylphosphat? das ab- 
gespaltene Phenol jodometrisch bestimmen kann. Die Bestimmung der abge- 
spaltenen Phosphorséure wurde photokolorimetrisch nach Teorell’ durchgefiihrt 
mit einem Hellige-Neo-Helcometer. 

Die Messung einer Spaltung von Phenylphosphat durch Kartoffelphosphatase 
ergab bei jodometrischer Bestimmung des abgespaltenen Phenols 5,8% Spaltung, 
bei photokolorimetrischer Bestimmung der abgespaltenen Phosphorsaure 5,9°%/ 
Spaltung, d. h. praktisch den gleichen Wert. 


Vergleich der py-Optima fiir die beiden Substrate 


Die Spaltung von Phenylphosphat zur Bestimmung der Phosphatase- 
Wirksamkeit wurde genau. so angesetzt, wie es seinerzeit angegeben wurde. Nur 
wurde nicht das abgespaltene Phenol, sondern die in Freiheit gesetzte Phosphor- 
saure photokolorimetrisch bestimmt. 

Zur Spaltung des 2-Glycero-dinatrium-phosphats wurden 2 ccm einer 
5-proz. (d.h. 0,15-m.) Lésung dieses Substrates mit 1 ccm der Fermentlésung 
60 Stdn. bei 30,0° aufbewahrt und nach dem Abstoppen mit Trichloressigsadure 
die Bestimmung’ durchgefiihrt. Die Fermentmenge ist dabei so zu wahlen, daB 
die Spaltung unter 5% bleibt. Das pq wurde in der mit Citratpuffer eingestellten 
Substratlésung gemessen. Es kamen zwei verschieden starke Fermentpraparate, 
I und II, der Kartoffelphosphatase zur Verwendung. 


B-Glycerophosphat 
Pu 5,25 5,42 5,63 5,85 6,03 6,22 
% Spaltg. 


Ft. I 1,48 1,87 2,17 1,97 1,67 1,28 

Ft. II 3,4 3,9 4,4 4,8 4,5 4,1 
Phenylphosphat 

Pu 5,12 5,31 5,52 5,63 5,92 


% Spaltg. 

Ft. I 6,3 6,9 6,0 4,2 2,6 
Ft. 11 = 11,4 13,5 15,5 14,7 12,1 
(Die maximalen Spaltwerte sind fett gedruckt.) 

Bei beiden Fermenten liegt demnach das py-Optimum fiir die Spaltung von 
{-Glycerophosphat etwas héher als bei der Spaltung des Phenylphosphats. Bei 
dem wirksameren Ferment ist das py-Optimum fiir beide Substrate etwas hoher 
als beim schwacheren Ferment. 


5 M.O. Bailly, Ann. Chimie 1916 (9) VI, 96 u. 215. 
6 C. Weygand, ,,Org.-Chem. Experimentierkunst“‘, S. 641. 
* T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1930]; 282, 485 [1932]. 
4* 
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Bestimmung des Umrechnungsfaktors 
Mit den gleichen Fermentpraparaten I und II wurde fiir die beiden Substrate 
die Spaltgeschwindigkeit unter den eben angegebenen Bedingungen nochmals bei 
dem fiir jedes Substrat und fiir jedes Ferment optimalen py bestimmt: 





Phenylphosphat 
| % Spaltg. | mg P 


6-Glycerophosphat 





pu | % Spaltg. | mgP || py 














te Seager eee 5,3 7,95 0,370 5,6 2,4 0,240 
ty | een 5,5 14,94 0,695 5,8 4,6 0,460 


Unter den angegebenen Bedingungen, d.h. den Bedingungen, unter denen die 
Wirksamkeit der Kartoffelphosphatase bei 30° gegen Phenylphosphat® und gegen 
{-Glycerophosphat*® in PE (Phosphatase-Einheiten) bestimmt werden kann, ver- 
halten sich die abgespaltenen Mengen Phosphor wie 1,5 zu 1. Mit dem Faktor 1,5 
sind demnach die gegen /-Glycerophosphat erhaltenen Werte zu multiplizieren, 
um sie auf die gegen Phenylphosphat erhaltenen Werte umzurechnen. Fiir die 
umgekehrte Rechnung betraigt der Faktor 0,65. 


Vergleich der Kartoffelphosphatase-Wirkung bei 0° und bei 30° 

Als Bestimmungsmethode der Spaltgeschwindigkeit und damit der Phos- 
phatase-Einhéiten? pro mg wurde die Spaltung von Phenylphosphat verwandt?. 

Als Fermentpraparate wurden untersucht: I, ein mit Aceton gefalltes Praparat 
mit 15 Phosphatase-Kinheiten (PE) pro mg; II, ein mit Tannin gefalltes Praparat 
mit 60 PE pro mg und III ein mit Tannin gefalltes Praparat mit 136 PE pro mg. 
Es wurde bei verschiedenem py gemessen. Im folgenden ist nur die bei optimalem 
pp von 1lcem Fermentlésung in 2,0 ccm Substratlésung (= 3 ccm Spaltansatz) 
nach 20 Min. abgespaltene Phosphorsiure, in mg P, angegeben. 





I II Ill 


3,8 mg Ft. 1,8 mg Ft. 2,2 mg Ft. 
in 5,0 cem Wasser | in 10 cem Wasser | in 30 ccm Wasser 























optim. py = se 9 
(gemessen bei 20°) 5,9 6,2 + 

1) 2) 1) 2) 1) 2) 
bei 30°mg P... 0,267 0,253 0,395 0,337 0,445 0,443 
bei Omg P.... 0,041 0,037 0,060 0,046 0,056 0,059 
Verhaltnis 
oe oO? og sax 6,4 6,8 6,6 1,3 7,9 7,1 

O-PO,HNa 


n-Octyl- (2)-natriumhydrogenphosphat, CH,-[CH,],-C-CH, 


n-Octanol-(2) wurde nach Adams und Marvel® aus Ricinusél gewonnen. 
Zur Reinigung wurde der kristallisierte Phthalsiure-halbester, Schmp. 55°, her- 
gestellt, zweimal aus Petroléther (Sdp. 50—80°) umkristallisiert, in einem Uber- 
schuB von 30-proz. NaOH verseift, mit Wasserdampf abdestilliert, mit wasser- 
freiem K,CO, getrocknet und zweimal bei 20 mm destilliert. Sdp.99 84—85°; 


neo = 1,4248. Optisch inaktiv. 


8 Org. Synthesen, Deutsche Ausg. (Asmus), 8. 364 [1937]. 
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In ein auf —10° abgekihltes Gemisch von 16g POC], (2 Mol.) und 30g 
absol. Ather wurde unter Abschlu8 von Luftfeuchtigkeit, unter kraftigem Riihren 
und unter dauernder Kithlung zunachst sehr langsam, dann etwas schneller eine 
Lésung von 6,5 g Octylalkohol (1 Mol.) und 6 g absol. Ather in 25g iiber BaO 
getrocknetem Rohpyridin im Verlauf von etwa 90 Min. tropfenweise zugegeben. 
Die innen gemessene Temperatur soll —9° nicht iibersteigen. Um das iiberschiissige 
POCI, und das zunachst entstandene Alkylphosphorsauredichlorid zu hydrolysieren, 
lieB man eiskaltes dest. Wasser zutropfen, zunachst sehr langsam, unter weiterer 
guter Kiihlung auf —10° und unter starkem Riihren. Nach Beendigung der Re- 
aktion — d.h. nach dem Aufhéren spontaner Erwairmung bei weiterer Zugabe 
von Wasser — wurden unter Kihlung 50 com Schwefelséure von 30% eingeriihrt 
und die atherische Losung der Octyl-phosphorséure abgehoben. ; 

Zur Herstellung des primaren Natriumsalzes wurde die Lésung in einem 
Becherglas mit 100 com Wasser sehr kraftig geriihrt und in die Mischung so lange 
festes Na,CO, eingetragen, bis die wiBrige Phase das pq 5,0 (pq-Papier) hatte. 
Der Ather wurde abgetrennt und die waBrige Lésung mit soviel Aceton (etwa 
900 ccm) versetzt, bis eben eine bleibende Triibung auftrat. Bei niedriger Tem- 
peratur kristallisierte das primaire Natriumsalz der Octy1- (2) - phosphorsaure in 
weiBen, seideglainzenden, seifigen Blattchen aus. Die Substanz enthielt Kristall- 
wasser, verwitterte aber an der Luft sehr rasch, so daB auf eine Wasserbestimmung 
verzichtet wurde. Zur Analyse wurde unter vermindertem Druck iiber P,O; bei 
78° (Alkoholdampf) getrocknet. 

C,H,;,-0-PO,;HNa (232,20). Ber. C 41,28, H 7,81, P 13,3. 

Gef. C 40,86, H 7,17, P 12,7. 


Spaltung des n-Octyl-(2)-phosphorsaure-esters 
durch Kartoffelphosphatase 

Zunachst wurde in einem Vorversuch festgestellt, daB eine Lésung von 100 mg 
des primaren Natriumsalzes in 2,0 ccm m/5-Acetatpuffer (pq 5,8) durch 80 mg 
Acetonferment in 1 ccm Wasser bei 30,0° nach 285 Min. zu 50% gespalten sind 
(Phosphorsaurebestimmung’). 

Dementsprechend wurde eine Lésung von 5,02 g Na-Salz in 100 ccm Acetat- 
puffer, py 5,8, vorgewaérmt auf 30,0° mit einer ebenfalls vorgewirmten Lésung 
von 4g des zum Vorversuch beniitzten Acetonferments in 50 ccm Wasser ver- 
mischt und, ohne eine EiweiBtriibung zu beachten, nach 285 Min. bei 30,0° mit 
Wasserdampf (in einem Glasballon, nicht in einer Kupferblase erzeugt) destilliert. 
Mit den ersten 30 ccm Wasser geht praktisch die ganze Menge des in Freiheit 
gesetzten Alkohols iiber. Er wurde im Scheidetrichter abgetrennt und durch Be- 
stimmung des Brechungsindex, an = 1,4248, die Reinheit kontrolliert. 

Der Riickstand der Wasserdampfdestillation, der den noch unveranderten 
Ester enthielt, wurde erneut nach Zusatz von 50 ccm der gleichen Fermentlésung 
24 Stdn. bei 30° aufbewahrt. Eine Probe ergab praktisch vollstandige Spaltung 
der zweiten Halfte des Estersalzes. Durch erneute Wasserdampfdestillation wurde 
die zweite Halfte des Alkohols auf die gleiche Weise durch Wasserdampfdestillation 
gewonnen: nz = 1,4248. 

Die Ausbeute an isoliertem Alkohol betrug, in beiden Fallen, etwas mehr als 
je lg. 
Die Drehung der beiden so gewonnenen Alkohole wurde ohne Lésungsmittel 
im 0,5-dm-Rohr bestimmt: 

1. Spaltprodukt: [«]f} = +0,93° 2. Spaltprodukt: [«]?! = —0,91° 


Anreicherung des Ferments 


Beispiel einer Aceton-Fallung 


30 kg gut gewaschene, ungeschalte Kartoffeln werden in einer Kartoffelreibe 
zu einem moglichst homogenen feinen Brei zerrieben, dem zur Verhinderung der 
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Oxydasewirkung etwa 150 ccm einer gesittigten Natriumsulfitlésung zugesetzt 
werden, welche mit verd. Schwefelsiure auf py 5,0 gebracht sind. Der Brei wird 
in einer Obstpresse abgepreBt. Die 12,61 PreBsaft enthalten 42 PE pro ccm, im 
ganzen also 530000 PE, gemessen in dem auf das 12,5-fache verdiinnten Saft. . 
Dieser PreBsaft wird mit 7,617 Aceton versetzt, das hei&t mit soviel, daB nur 
Eiwei8 aber praktisch noch kein Ferment gefallt wird. Die nétige Menge ist in 
einem Vorversuch festzustellen. Der meist etwas schleimige Niederschlag wird in 
einer Trommelzentrifuge (3000 Umdr./Min.), die durch Eiswasser gekihlt wird, 
abzentrifugiert und verworfen. Das klare Zentrifugat wird nun mit 8,31 Aceton 
versetzt, d.h. mit soviel, daB die Phosphatase praktisch vollstandig ausgefallt 
wird. Die notwendige Menge Aceton ist ebenfalls durch einen kleinen Vorversuch 
festzustellen. Ein Uberschu8 von Aceton ist zu vermeiden, damit die Fallung beim 
Zentrifugieren nicht schwarz wird. Das ausgefillte Fermentpriparat wird wiederum 
abzentrifugiert (Kiihlung mit Eiswasser). Um den Niederschlag leicht und voll- 
standig aus der Trommel herauszubekommen, wird die Trommelwand mit einem 
Bogen Filtrierpapier ausgelegt. Das Praparat wird sofort nach dem Zentrifugieren 
in etwa 600 ccm Aceton eingeriihrt, auf eine Nutsche abgesaugt und dies so oft 
— 4- bis 5-mal — wiederholt, bis eine Probe davon an der Luft beim Trocknen 
nicht mehr klebrig wird. Das gut abgesaugte Priparat wird im Exsiccator unter 
dauerndem Absaugen iiber festem KOH getrocknet und stellt dann ein hellgraues 
bis hellbraunes lockeres Pulver dar, dessen Phosphatase-Aktivitat sich bei 0° lange 
Zeit unverandert erhalt. Ausbeute an diesem ,,Aceton-Ferment* 53 g, mit 7,1 PE 
pro mg, das sind 380000 PE oder etwa 70°, des in Saft vorhandenen Ferments. 


Beispiel einer fraktionierten Tanninfallung 


Alle Operationen sind méglichst bei 0° auszufiihren. Es wurde nur doppelt 
(das zweitemal aus Quarz) destilliertes Wasser verwandt. ,,Acetonferment‘ wird 
mit der 10-fachen Menge m/10-Citratpuffer von py 4,9 bis 5,0 unter gelegentlichem 
Umschiitteln 12 Stdn. im Eisschrank extrahiert, vom Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert, der Riickstand mit etwas Pufferlésung angeriihrt, erneut zentrifugiert 
und die beiden Zentrifugate vereinigt. Zu dieser Fermentlosung wird unter gutem 
Riihren soviel einer 4-proz. Tanninlésung zugegeben, bis eine abfiltrierte Probe 
nur noch eine geringe Ausflockung zeigt. Der abzentrifugierte Niederschlag ent- 
halt zwar erhebliche Mengen Ferment, aber mit geringem Gehalt von PE pro mg, 
in wenig angereicherter Form. 

Diese erste Tanninfallung wird etwa 30 Min. nach der Fallung in einer Becher- 
zentrifuge abzentrifugiert, der Riickstand mit etwas Pufferlésung angeriihrt und 
erneut zentrifugiert und die vereinigten Zentrifugate mit soviel 4-proz. Tannin- 
lésung versetzt, bis die Hauptmenge des Ferments ausgefallt ist (Vorprobe). Ein 
UberschuB ist zu vermeiden, um fermentfreies Eiweif méglichst nicht mit aus- 
zufallen. Nach ungefahr 20 Min. wird der nunmehr flockige Niederschlag, das 
,,Tanninferment abzentrifugiert, das Zentrifugat abgegossen, der Niederschlag 
mit reinem, trockenem Aceton sorgfaltig (2 Min., 3500 Umdr./Min.) angeriihrt und 
wieder zentrifugiert und dies so oft (etwa 2- bis 4-mal) wiederholt, bis im Aceton 
nach Verdiinnen mit Wasser (FeCl,) keine Tanninreaktion mehr eintritt, und das 
Fermentpraparat an der Luft zu einem trockenen, nicht klebrigen Pulver ein- 
trocknet. Das so gewonnene ,,Tanninferment* wird im Exsiccator unter dauerndem 
Absaugen tiber KOH getrocknet. Es stellt ein lockeres, héchstens schwach hell- 
braunes Pulver dar, das sich bei 0° trocken aufbewahrt gut halt. 

Beispiel: 53 g ,,Acetonferment“ (7,1 PE pro mg) ergaben 500 ccm Ferment- 
lésung (in Citratpuffer) mit 372000 PE. Zur ersten Fallung wurden zu dieser 
Lésung 152 ccm 4-proz. Tanninlésung bendtigt. Die Fallung wurde verworfen. Zur 
Fallung des ,,Tanninferments“ (2. Fallung) wurden 5 ccm 4-proz. Tanninlésung 
verwandt und damit 196 mg Ferment mit 547 PE pro mg gewonnen, d. s. 107000 PE 
oder 29%. 

Eine dritte Fallung des Zentrifugats mit 10 ccm Tanninlésung ergab nur noch 
27 mg mit 258 PE pro mg (7000 PE = 2°,). 
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Fraktionierte Ammonsulfatfallung 

Alle Operationen sind méglichst bei 0° auszufiihren. Tanninferment wird unter 
haufigem Umriihren im Eisschrank mit soviel Citratpuffer von py etwa 6,0 extra- 
hiert, daB auf 25 ccm etwa 100000 PE kommen. Die vom Ungelésten abzentri- 
fugierte Fermentlésung wird mit feingepulvertem Ammonsulfat — 0,25 g auf 1 ccm 
Lésung — versetzt. Dabei triibt sich die Lésung nach kurzer Zeit. Das Ammon- 
sulfat soll nach wenigen Minuten in Lésung gegangen sein. Nach 15 Min. wird die 
EiweiBfaillung abzentrifugiert (10—15 Min., 3500 Umdr./Min.). Der abzentrifugierte 
Riickstand stellt die erste Ammonsulfatfallung dar. 

Das klare Zentrifugat wird durch sehr vorsichtigen, langsamen Zusatz der 
berechneten Menge n-H,SO, oder n-Citronensaiure unter guter Kiihlung und unter 
kraftigem Riihren auf py 5,0—4,8 umgepuffert — meist bleibt die Losung dabei 
klar — und dann mit der gleichen Menge Ammonsulfat wie bei der ersten Fallung 
versetzt. Sobald alles Ammonsulfat in Lésung gegangen ist, wird wie oben, aber 
30 Min. lang, zentrifugiert. Der Riickstand, der sich gut von der klaren Lésung 
abgesetzt haben soll, stellt die zweite Ammonsulfatfaillung dar. Er enthalt stets 
erhebliche Mengen Ammonsulfat. Zur Wertbestimmung wird er in Wasser, z. B. 
in 10 ccm gelést: klare und meist farblose Lésung, die eingefroren ihre Ferment- 
aktivitaét einige Zeit beibehailt. Ein genau abgemessener Teil wird, nach ent- 
sprechender Verdiinnung zur Phosphatasebestimmung mit Phenylphosphat ver- 
wandt. Ein anderer Teil wird im Exsiccator zur Trockne verdunstet und im Riick- 
stand, mit der Mikroapparatur nach Dr. Gebhard‘ unter Verwendung von K,CO, 
— nicht von KOH, um die Abspaltung von NH, aus Eiwei8 zu vermeiden — 
NH, und damit Ammonsulfat bestimmt. Die Differenz zwischen dem Gewicht des 
Riickstandes und dem Gewicht des Ammonsulfates ergibt die in der Losung vor- 
handene Menge Fermentpraparat, auf die dann die PE pro mg bezogen werden. 

Die zweite Ammonsulfatfallung kann zu einer Wiederholung der fraktionierten 
Ammonsulfatfallung beniitzt werden. Dazu wird sie unmittelbar nach dem Ab- 
zentrifugieren, ohne sie zu trocknen, in Citratpuffer, m/10, py 4,8—5,0, gelost 
(also keine Umpufferung) und die Fallung 1 und 2 in der gleichen Weise wiederholt. 


Beispiel: 400 mg Tanninferment mit 180000 PE. 


1. Ammonsulfatfallung: 25000 PE, bei py 5,9. 

2. Ammonsulfatfallung: Fallung, nach Umpuffern auf py 4,85. Sofort 
wiederholt nach Auflésen in 10 cem m/10-Citratpuffer von py 4,85: 

1. Ammonsulfatfallung: 5000 PE. 

2. Ammonsulfatfallung: (bei py 4,85) 17700 PE in 7,15 mg Sbst., d.h. 
2500 PE pro mg. 96,5% Ammonsulfat sind dabei vom Gewicht der 
trockenen Substanz abgezogen. 

Andere, ebenso durchgefiihrte Fallungen mit alterem Tanninferment verliefen 
weniger erfolgreich. 


Beispiel einer fraktionierten Alkoholfallung 

160 mg einer 2. Ammonsulfatfallung (gewogen einschlieBlich des anhaftenden 
Ammonsulfats), mit 1200 PE pro mg Eiwei8 wurden in 9 cem Wasser gelést (die 
Lésung enthielt eine Spur Octylalkohol), auf 0° abgekiihlt und tropfenweise mit 
85-proz., auf —10° vorgekiihltem Alkohol bis zur bleibenden Triibung versetzt, 
die nach etwa 15 Min. bei —10° ausflockt und dann als erste Alkoholfallung ab- 
zentrifugiert wurde. Die Bestimmungen, wie bei den Ammonsulfatfallungen durch- 
gefiihrt, ergaben 25000 PE Gesamtaktivitat, einen Gehalt des Trockenriickstandes 
von 15,9% Ammonsulfat und 9,54 mg organische Substanz mit 2600 PE pro mg. 

Das Zentrifugat dieser ersten Alkoholfallung wurde weiter mit 95-proz., auf 
—10° vorgekiihltem Alkohol versetzt, bis erneut eine deutliche Triibung eintrat. 
Diese 2. Alkoholfallung wurde nach 15 Min. bei —10° abzentrifugiert und gemessen : 
Gesamtaktivitét 12000 PE; 10,3% Ammonsulfat; 5,58 mg organische Substanz 
mit 2150 PE pro mg. 














Zur Kenntnis der Kartoffelphosphatase 


Der Zusatz geringer Mengen von Octylalkohol oder auch von Glycerin machen 
das Ferment bei Gegenwart von Alkohol betrachtlich stabiler und erhdhen in 
manchen Fallen die Wirksamkeit (Anstieg der Gesamtaktivitat). 

Erneuter Zusatz von Alkohol zum Zentrifugat der 2. Alkoholfallung fallt meist 
nur noch Ammonsulfat. 


Beispiel einer besonders gegliickten fraktionierten Alkoholfallung 

Hochwertiger Ammonsulfat-Niederschlag wurde in der gleichen Menge Wasser 
gelést, in der er vor der letzten Ammonsulfatfallung in Loésung war, die Lésung 
wurde auf —0° abgekiihlt und tropfenweise mit 85-proz. Alkohol, der auf —10° 
vorgekiihlt war, versetzt, bis spitestens nach 20 Min. eine zunachst auftretende 
Triibung ausflockte (etwa 4 ccm Alkohol auf 2 ccm Fermentlésung). Die Mischung 
wurde durch Zentrifugieren bei —10° geklart, das Zentrifugat mit soviel Wasser 
verdiinnt, als zur Auflésung des Ammonsulfatniederschlags verwandt war, und 
dann erneut mit 85-proz. Alkohol bei —10° versetzt, bis wieder eine bleibende 
Triibung auftrat (etwa das 41%4-fache der ersten Alkoholfallung). Nach einigem 
Aufbewahren bei niedriger Temperatur schieden sich — allerdings bisher nur in 
zwei Fallen — diinne Stabchen aus, die zwischen gekreuzten Nicols unter dem 
Mikroskop aufhellten, die zwar noch Ammonsulfat enthielten, aber daneben sehr 
wirksames Ferment. Eine solche kristalline Fallung — etwa 2,5 mg, enthielt 
3500 PE pro mg und stellte etwa 50% der als Ammonsulfatfallung eingesetzten 
Fermentmenge dar. Bei dieser Messung ist der Gehalt an Ammonsulfat nicht 
beriicksichtigt. 

Bei dem Versuch, die Substanz auf die gleiche Weise umzukristallisieren, ging 
die Fermentwirkung verloren. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und dem Wirt- 
schaftsministerium des Landes Nordrhein-Westfalen sind wir fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. Ohne diese Unter- 
stiitzung ware die Durchfiihrung der Arbeit und die — beabsichtigte — Fort- 
setzung nicht méglich. Weiter danken wir der A.-G. fiir Stickstoffdiinger in 
Knapsack fiir die entscheidende Hilfe bei Beschaffung der nétigen Acetonmengen. 
Fiir den Bezug der Kartoffeln einheitlicher Sorten sind wir den Herrn des Ver- 
suchsguts Dikopshof der Universitat zu Bonn zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 

Die Fermentaktivitat, die bisher nur mit Phenylphosphat als Sub- 
strat gemessen worden war, wurde auch gegeniiber £-Glycerophosphat 
und auBerdem auch bei 0° bestimmt (mitbearbeitet von Hildegard 
Séntgerath und W. Piischel). Weiter wurde die stereochemische 
Spezifitat der Kartoffelphosphatase untersucht (H. Séntgerath u. 
W. Piischel). Die Anreicherung des Ferments machte trotz groBer 
Schwierigkeiten weitere Fortschritte (mitbearbeitet zunachst von 
H. Stetter, dann von W. Piischel und G. v. Bruck). 


Bd. 290 (1952) 
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Eine neue Methode zur Bestimmung von Magnesium und Calcium 
im Blutserum 


Von 
A. Holasek und H. Flaschka 
Aus dem Medizinisch-chemischen Institut und Pregl- Laboratorium der Universitat Graz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Marz 1952) 


In einer friiheren Arbeit! war iiber die Titration des Calciums im 
Blutserum mit Athylendiamin-tetraessigsiure (Komplexon)? berichtet 
worden. GemaB den dort niedergelegten Grundlagen beruht die scharfe 
Erkennung des Endpunktes letzten Endes auf einer Magnesiumtitration. 
Es lag daher nahe, auch fiir das im Serum vorhandene Magnesium eine 
rasche, direkte maBanalytische Bestimmung auszuarbeiten. 

Der Grundgedanke war folgender: Im Serum wird das Calcium als 
Oxalat gefallt und im Dekantat vom Calciumniederschlag das Magnesium 
mit Komplexon titriert. Es zeigten sich jedoch einige Schwierigkeiten. 
Fiirs erste war die Titration des Magnesiums gegen Eriochromschwarz T* 
als Indikator in Gegenwart von SerumeiweifB unmdglich. Bei der zur 
EnteiweiBung gebrauchten Trichloressigsiure amerikanischer Herkunft 
(USP XIII) ergab die Titration keinen Endpunkt und der Indikator 
wurde rasch miBfarben triib violett. Wie durch Zugabe von Ammoniak 
und Natriumsulfid festgestellt werden konnte, war die Trichloressig- 
sdure nicht unbetrachtlich mit Schwermetallsalzen verunreinigt. Nach 
Destillation der Trichloressigsiure wurde eine Magnesiumlésung be- 
kannten Gehalts in Gegenwart von Trichloracetat-Ion titriert und es 
ergab sich bei einwandfreier Endpunkterkennung der richtige Wert. 

Die zweite Schwierigkeit lag in der Unméglichkeit, Magnesium 
neben einem gréBeren Uberschu8 von Oxalat zu titrieren. Der Farb- 
umschlag des Indikators wird sehr schleppend, ja bei sehr groBem 
UberschuB tritt nach Indikatorzugabe statt der Farbe des weinroten 
Magnesium-Eriochromschwarz-Komplexes sogleich das reine Blau einer 
austitrierten Losung auf. Versuchsweises Arbeiten mit Vergleichs- 
lésungen lieB wohl trotz des langen violetten Zwischentones eine ein- 
deutige Fixierung des Endpunktes zu, allein, wie bei Verwendung von 
Lésungen bekannten Magnesiumgehaltes' sich zeigte, traten Minuswerte 
auf, die mit steigendem Oxalatiiberschu8 gréBer wurden. Es ergab sich 
also die Notwendigkeit, mit der Oxalatmenge méglichst weit herabzu- 
gehen, ohne hierbei in Bereiche zu gelangen, in denen eine quantitative 
Fallung des Calciums in Frage gestellt wird. 

Die Versuche an reinen Lésungen mit Mengen und Konzentrationen 
an Calcium und Magnesium, wie sie den Verhaltnissen im Serum ent- 


* Beziiglich{der Grundlagen von Titrationen mit Athylendiamin-tetra-essig- 
saure sei auf die Arbeit iiber das Calcium verwiesen. 

1H. Flaschka u. A. Holasek, diese Z. 288, 244 [1951]. 

* W. Biedermann u. G. Schwarzenbach, Chemie 2, 56 [1948]. 
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sprechen, zeigten, daB fiir vorgelegte 2 ml Losung eine Menge von 
1 ml 1-proz. Natrium- oder Ammoniumoxalatlésung geniigte, um das 
Calcium quantitativ zu fallen, ohne fiir die Magnesiumtitration untrag- 
bare Bedingungen zu schaffen. Selbst 1 ml 0,5-proz. Oxalatlésung reicht 
zur volligen Abscheidung des Calciums aus. Der Endpunkt ist dann bei 
der Magnesiumtitration wohl etwas schleppender als bei der friiher 
beschriebenen Titration des Calciums, laiBt sich aber auch im Verschwin- 
den des letzten Rotstiches unschwer auf 1—2 Tropfen einer m/1000- 
MaBlésung erkennen. 

Die Bestimmung des Calciums im Oxalatniederschlag kann genau 
wie friiher beschrieben erfolgen. Man findet jedoch im enteiweiBten 
Serum stets héhere Werte als bei der Bestimmung im nichtenteiweiBten 
Serum. Diese Beobachtungen wurden bei Durchfiihrung von Serien- 
bestimmungen gemacht und stimmen mit den Befunden von Hecht? 
iiberein. Untersuchungen, diesen Unterschied der Calciumwerte zu 
klaren, der bei Verwendung von nichtenteiweiBtem oder enteiweiBtem 
Serum oder Serumasche gefunden wurde, sind im Gange und sollen an 
anderer Stelle verdffentlicht werden. 

Fir die kombinierte Calcium-Magnesium-Bestimmung ergibt sich 
folgende Arbeitsvorschrift: 

2 ml Serum werden mit 2 ml 10-proz. reiner Trichloressigsiure in 
einem Zentrifugenglas mit Glasstaibchen gut umgeriihrt und verschlossen 
10 Min. stehen gelassen. Nach dieser Zeit zentrifugiert man 5 Min. bei 
3000 U/Minute. Von der klaren Fliissigkeit pipettiert man 2 ml (entspr. 
1 ml Serum) in ein 10-ml-Zentrifugenglas und neutralisiert mit verd. 
Ammoniak gegen eine Spur Methylrot. Nun wird mit 1 ml 1-proz. 
Oxalatlésung versetzt, gut durchgeriihrt und mindestens 6 Stdn. stehen 
gelassen. Danach fiillt man das Roéhrchen auf, riihrt gut durch, spiilt 
den Glasstab ab und zentrifugiert 10 Min. bei 3000 U/Minute. 

Titration des Magnesiums: Die klare Fliissigkeit wird in ein 
50-ml-K6élbchen gegossen, mit 1 ml 1-n.Salzsiure und 2 ml 3-n.Ammo- 
niak versetzt, dann fiigt man Indikator zu und titriert bis zum Um- 
schlag von Weinrot nach Blau, bis der letzte rote Stich verschwunden ist. 


Berechnung: ml m/1000-MaBlésung x 2,43 = mg, Magnesium. 


Titration des Calciums: In das Zentrifugenglas wird 1 ml 
1-n. Salzsiure einpipettiert und der Niederschlag gelést. Durch Drehen 
und Schwenken von Roéhrchen und Riihrstab sorgt man dafiir, daB auch 
die Wand des GefaiBes mit Saéure benetzt wird. Hat sich alles klar gelost, 
gibt man 2—3 mg Magnesiumkomplexon zu, versetzt die Fliissigkeit 
mit 2 ml 3-n.Ammoniak sowie Indikator und titriert wie oben angegeben 
auf Blau. 


Berechnung: ml m/1000-MaBlésung « 4 = mg% Calcium. 


3 G. Hecht, diese Z. 274, 27 [1942]. 
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Bemerkungen zur Arbeitsvorschrift 


a) Die EnteiweiBung in der angegebenen Art liefert eine klare Fliissigkeit. 
Die Gefahr, daB Calcium oder Magnesium aus dem Filterpapier eingeschleppt wird, 
wie sie bei der sonst iiblichen Methode besteht, ist hier ausgeschaltet. Das Ver- 
schlieBen waihrend des Stehenlassens soll Konzentrationsanderungen durch Ver- 
dunstung verhiiten. 

b) Zur Neutralisation soll so wenig Indikator als nur irgend méglich ver- 
wendet werden. Andernfalls erfolgt der Umschlag bei der Magnesiumtitration von 
Rot nach Griin und der Endpunkt tritt erfahrungsgemaB etwas zu friih auf. 

c) Die Neutralisation soll genau erfolgen. Ist die Lésung zu alkalisch, besteht 
doch einigermaBen Gefahr, daB etwas Magnesium als Phosphat zum Calcium 
gelangt. Ungeiibten ist zu empfehlen, wie folgt zu verfahren: Man bringt mittels 
Ammoniak auf rein Gelb. Dann setzt man tropfenweise 1-proz. Essigsiure zu, 
bis der Indikator eben wieder nach Rot umzuschlagen beginnt. 

d) Der Fehler, der bei Calcium bzw. Magnesium dadurch entsteht, daB nicht 
gewaschen wird, ist zu vernachlassigen, wie nachstehende Uberschlagsrechnung 
zeigt: 

Gegeben sei ein Serum mit 3 mg% Magnesium. Nach EnteiweiBen, Fallen des 
Calciums und Zentrifugieren liegt ein Volumen von etwa 10 ml vor. Diese Fliissig- 
keitsmenge wird abgegossen und im Réhrchen bleibt ungiinstigstenfalls 0,1 ml 
(entspr. 2—3 Tropfen) zuriick. Dies bedeutet maximal einen Fehler von 
3 -0,1/10 = 0,03 mg% Magnesium. Dieses Magnesium scheint bei der Titration 
des Calciums als solches auf und macht hier maximal 0,03 - 40/24~ 0,06 mg% 
Calcium aus. 

Die berechneten Fehler stellen Héchstwerte dar und spielen auch zutreffenden- 
falls fiir klinisch-diagnostische Zwecke keine Rolle. Fiir gutes Ablaufen ist Sorge 
zu tragen. 

e) Bei langerem Stehenlassen (mehr als 5 Min.) der austitrierten Fliissigkeit 
im K6lbchen oder Rohrchen tritt je nach Giite des verwendeten Glases. durch 
Abgabe von Calcium- oder Magnesiumionen ein allmahliches Zuriickschlagen der 
Farbe nach Violett auf, was nicht zu beachten ist. 


Lésungen 


1. m/1000-Athylendiamin-tetraacetatlésung. 
0,3721 g Dinatrium-dihydrogenithylendiamin-tetraacetatdihydrat (Na.H,Y - 
2 H,O, Komplexon III) werden in bidest. Wasser zu 11 gelést. 

. 10g Trichloressigsiure (frisch destilliert, Sdp. 195,5°) werden in 90 ml bidest. 
Wasser gelést. 

. 1-proz. Oxalatlésung. 1 g Natrium- oder Ammoniumoxalat p.2. werden in 
100 ml bidest. Wasser gelést. 

. l-n.Salzsaure p.a. 

. 3-n.Ammoniak p. a. 

- Indikator. 10 mg Eriochromschwarz T werden mit 4g Natriumchlorid p. a. 
innigst verrieben. 

. Magnesiumsalz. Dikalium-magnesiumithylendiamin-tetraacetat K,MgY, fest. 

- Methylrot 0,02-proz. in 96-proz. Alkohol. 

. 1-proz. Essigsaure. 


bo 


Doe ww 


oie oS | 


Das Wasser fiir die Herstellung der Reagenslésungen muB calcium- und 
magnesiumfrei sein. Dariiber und iiber die Aufbewahrung der Lésungen wurde 
Niaheres bei der Calciumbestimmung! berichtet. 


Beleganalysen 
An reinen Lésungen mit Calcium- und Magnesiumgehalten, die der Menge 
und Konzentration nach den Verhialtnissen des Serums entsprechen, wurden Be- 
stimmungen nach obiger Arbeitsvorschrift gemacht. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. 
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Tab. 1. 

y Magnesium y Calcium 
gegeben gefunden gegeben gefunden 
24,3 22,8. 132,8 132,6 
22,8 133,6 
22,6 133,3 


In Ubereinstimmung mit obigen Berechnungen sind, da nicht gewaschen 
wurde, die Magnesiumwerte etwas niedriger und die Calciumwerte etwas héher. 
Die Reproduzierbarkeit der Werte ist sehr gut. Die angefiihrten Analysen sind nur 
eine Serie aus einer Vielzahl von Bestimmungen. 

Tab. 2 enthalt einige Ergebnisse von Magnesium- und Calciumbestimmungen, 
die in Rinderblutserum durchgefiihrt wurden. 








Tab. 2. 
mg? Magnesium mg% Calcium 
3,12 10,9 
3,14 10,8 
3,19 10,8 
3,08 10,9 
3,22 10,8 
3,09 11,0 








Mittel 3,14 | 


In einer weiteren Serie im gleichen Serum wurde das Magnesium aus dem 
Dekantat durch Phosphat (48 Stdn.) gefallt und dann titriert*. Der Mittelwert 
dreier Bestimmungen war 3,12. 

Die Angabe der 2. Dezimale in der Tab. 2 hat wegen der Ungenauigkeit, die 
dadurch entsteht, daB man den Oxalatniederschlag nicht wascht, wenig Sinn. 
Sie wurde nur gemacht, um die Reproduzierbarkeit der Methode unter Beweis 
zu stellen. 


Fiir aie Uberlassung eines Gastplatzes ist der eine von uns (F) Herrn Prof. 
Dr. H. Lieb zu Dank verpflichtet. Die Firma Bersworth, Framingham, Mass., 
iiberlieB uns eine Probe Versenséure; Herr Prof. Dr. Pestemer, Leverkusen, 
stellte uns Eriochromschwarz T zur Verfiigung. Es sei ihnen fiir die Unterstiitzung 
unserer Arbeit bestens gedankt. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber eine neue Methode zur Bestimmung von Calcium und 
Magnesium im Blutserum berichtet. Das Serum wird mit Trichloressig- 
siure enteiweifBt und das Calcium als Oxalat gefallt. In der dekantierten 
Lésung wird das Magnesium, im aufgelésten Niederschlag das Calcium 
mit Athylendiamin-tetraacetat gegen Eriochromschwarz T titriert. 


* Beziiglich der Titration von Magnesiumphosphat vergleiche: Flaschka u. 
Holasek, diese Z., 289, 279 [1952]. 
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Uber einige den Nebennierenrinden-Hormonen 
verwandte Verbindungen 


Il. Mitteilung 


Von 
Willy Logemann 
Aus dem Institut ,,Carlo Erba“ per Ricerche Terapeutiche, Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1952) 


Vor kurzem berichteten Logemann und Giraldi! iiber die Dar- 
stellung einiger Ketoalkohol-Verbindungen, die nach pharmakologischen 
Untersuchungen von Capraro und Meli? sowie Bianchi und Meli® 
die Permeabilitaét der Bindehaut in ahnlicher Weise beeinflussen wie 
die in der Therapie der Arthritis angewandten Steroidhormone. Nach 
Versuchen an der isolierten Bindehaut stellten Capraro und Meli 
fest, da diese Substanzen in vivo eine Antihyaluronidasewirkung 
haben. 

Da bei der Permeabilitaétsinderung der Bindegewebe verschiedene 
Faktoren eine Rolle spielen, ist es schwierig, sich ein Bild von den chemi- 
schen oder physikalischen Vorgangen zu machen. Vielleicht kénnte 
aber die besondere Reaktionsfahigkeit der Ketoalkohole zu einer Er- 
klarung ihrer Wirkungsweise fiihren. Die Ketoalkohole zeichnen sich 
neben ihrer reduzierenden Wirkung besonders durch die groBe Ver- 
seifungsgeschwindigkeit ihrer Ester aus, wie Langenbeck und Bihren* 
feststellten. Diese Verseifungsgeschwindigkeit ist abhingig von Sub- 
stitutionen im Ringsystem. Auf Grund dieser Tatsache benutzten die 
Autoren einige dieser Verbindungen als Esterase-Modelle. 

Demnach kénnten Ketoalkohole mit einer besonders geeigneten 
Konstitution im tierischen Organismus bei der Ubertragung von Saure- 
resten von einem Substrat auf das andere eine Rolle spielen. 

Hiermit wiirden die Untersuchungen von Verzar und Wenner® 
im EKinklang stehen, nach denen Desoxycorticosteronacetat die Phosphor- 
siuretibertragung auf Glykogen férdert und damit den Glykogen- 
abbau. 

Ob nun bei der Veranderung der Diffusionsvorginge in der Zelle 
aihnliche Reaktionen eine Rolle spielen, miissen weitere Versuche 
zeigen. 

Alle Substanzen, die bisher untersucht wurden, waren bis auf das 
p-Acetoxy-benzoyl-carbinol-acetat im Ringsystem unsubstituiert. Im 
folgenden wurden nun Verbindungen in die Untersuchung einbezogen, 
die im Diphenylringsystem durch Sauerstoff substituiert sind. 


1 W. Logemann u. P. Giraldi, diese Z. 289, 19 [1951]. 

2 V. Capraro u. A. Meli, Arch. Fisiol., im Druck. 

3 ©. Bianchi u. A. Meli, Arch. ital. Sci. biol., im Druck. 

4 W. Langenbeck u. F. Bahren, Ber. dtsch.' chem. Ges. 69, 515 [1936]. 
5 F. Verz4r u. V. Wenner, Biochem. J. 42, 35 [1948]. 
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Zunaichst wurde das wm-Acetoxy-2.4’-dimethoxy-4-acetyl- 
diphenyl] (I) synthetisiert. Als Ausgangsmaterial diente das 2.4’- 
Dinitro-4-acetyl-diphenyl, das schon von Grieve und Hey® 
hergestellt worden war. Da die Autoren aber im experimentellen Teil 
keine naiheren Angaben machen, wurden zunachst die Versuchsbe- 
dingungen naher festgelegt. Die besten Ausbeuten (50%) wurden er- 
halten, als man 1 Mol Acetyl-diphenyl mit 20 Mol Salpetersaure (100- 
proz.) unterhalb von 0° umsetzte. Mit 10 Mol Salpeterséure erhalt man 
bei sonst gleichen Bedingungen das 4’-Nitro-acetyl-diphenyl. Die Di- 
nitro-Verbindung wurde iiber das Diamino-acetyl-diphenyl und die 
Diazoniumverbindung in das 2.4’-Dimethoxy-4-acetyl-diphenyl tiber- 
gefiihrt. Durch Bromieren und Austausch des Broms durch den Acetyl- 
rest wurde I erhalten. 


CH,OR 
CH,0-COCH, CO 
| | 
CHO. A 0 _/H2 «11 R = CO.CH, 
| lll R=H 
CH,0” \% A 


Linnell, Mathieson und Williams’ haben gefunden, daB das 
4'-Acetoxy-4-[w-oxy]-acetonyl-diphenyl im Uberlebenstest bei 
nebennierenlosen Ratten eine sehr gute Wirkung zeigt. Diese Ver- 
bindungen zeichnen sich dadurch aus, daB zwischen der Ketoalkohol- 
gruppe und dem Diphenyl eine CH,-Gruppe eingeschaltet ist, die den 
Ring IV der Sterinhormone andeuten soll. Es war nun besonders inter- 
essant zu priifen, ob diese Verbindungen auch im Arthritistest wirksam 
sind. 

Zunichst wurde das 4-[w-Acetoxy]|-acetonyl-diphenyl (II) 
und der entsprechende Ketoalkohol (III), die im Gegensatz zu den 
von Linnell und Mitarbeitern synthetisierten Verbindungen keinen 
Sauerstoff am Kohlenstoff 4 trugen, dargestellt. 

Als Ausgangsmaterial diente die Diphenyl-4-essigsiure, die von 
Schwenk und Papa?’ in Abinderung der Willgerodt-Kindler-Reaktion 
durch Erhitzen von 4-Acetyl-diphenyl mit Schwefel in Morpholin in sehr 
guter Ausbeute erhalten worden war. Diese Siure konnte mit Thionyl- 
chlorid nicht in das Chlorid iibergefiihrt werden, auch dann nicht, als 
das Thionylchlorid mit Chinolin, Leindl und Bienenwachs gereinigt 
war. Wir tiberzeugten uns, daB so gereinigtes Thionylchlorid ohne weiteres 
mit anderen Siauren reagierte. Vielleicht stérten geringe Mengen. von 


6 W.S.M. Grieve u. D.H. Hey, J. chem. Soc. [London] 1938, 968. 

7 W.H. Linnell, D. W. Mathieson u. G. Williams, Nature [London] 167, 
237 [1951]. 

8 E. Schwenk u. D. Papa, J. org. Chem. 11, 798 [1946]. 
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Schwefelverbindungen, die der Saure von der Willgerodt-Reaktion 
hartnackig anhafteten. 

Infolgedessen wurde das Chlorid mit Phosphorpentachlorid in 
Benzollésung hergestellt. Das Chlorid wurde dann in bekannter Weise 
iiber das Diazoketon durch Erhitzen mit 1-proz. Kaliumacetatlésung 
in Eisessig in IT und in der Kalte in Dioxan mit verd. Schwefelsiure in III 
iibergefiihrt. 

Weiterhin wurden auf ganz analoge Weise, vom 2.4’-Dimethoxy- 
4-acetyl-diphenyl ausgehend, das 4-[w-Acetoxy]-acetonyl-2.4-di- 
methoxy-diphenyl] (IV) und der entsprechende freie Ketoalkohol (V) 
hergestellt. 


CH,OR, 
l 
co 
| 

CHO. A Als IV R, = CO-CH, 
yy VR,=H 
AN/N/ 
cH,0” 


Die Dimethoxy-Verbindungen kristallisieren langsamer als die sauerstoff- 
freien Verbindungen und sind im allgemeinen schwerer zu reinigen, nur 1V 
kristallisiert sehr leicht, dagegen konnte V zunichst nur als Ol erhalten 
werden, das von Kristallen durchsetzt war. Erst nach der Destillation im 
Hochvakuum erstarrte das Produkt kristallinisch. 

Unerwartet war das pharmakologische Ergebnis der Verbindungen 
I, II und IV. 

Sie zeigten in dem Permeabilitatstest keinerlei Wirkung. Das ist 
um so auffallender, als ahnliche Verbindungen nach Linnell und Mit- 
arbeitern im Uberlebenstest héchst wirksam waren. 

So ergibt sich die tiberraschende Tatsache, daB die mehrkernigen 
Verbindungen, die im Ringsystem Sauerstoffgruppen tragen, nicht aktiv 
sind. 

Untersuchungen mit anderen Testen, die fiir die Nebennieren- 
rinden-Hormone charakteristisch sind, werden zur Zeit ausgefiihrt, und 
es wird an anderer Stelle dariiber berichtet werden. 


Beschreibung der Versuche® 
2.4’-Dinitro-4-acetyl-diphenyl 
78,8 g 4-Acetyl-diphenyl wurden innerhalb von 1% Stde. in 332 ccm 
rauchende Salpetersdiure (d 1,52) unter Riihren bei —10 bis 0° eingetragen. 
AnschlieBend wurde noch 1/, Stde. bei dieser Temp. weitergeriihrt. Dann wurde 
die Lésung unter Riihren auf Eis gegossen, der Niederschlag, noch bevor alles Eis 
aufgetaut war, filtriert und mit Wasser gewaschen. (Bei Zimmertemperatur wird 
das Produkt leicht klebrig.) Die Dinitroverbindung wurde aus einem Gemisch aus 
Alkohol mit 30-proz. Aceton kristallisiert. Ausb.: 54,8 g vom Schmp. 157—159,5°. 


® Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 
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2.4’-Diamino-4-acetyl-diphenyl 

94,46 g 2,4’-Dinitro-4-acetyl-dipheny! wurden in der Warme in 250 ccm 
Dioxan gelést. Dann wurden unter Riihren bei 80° 456 g Zinnchloriir (krist.), 
gelost in 400 ccm konz. Salzsiure, innerhalb von % Stde. hinzugegeben. An- 
schlieBend wurde noch 1% Stde. bei 80—85° weitergeriihrt. Die Lésung wurde dann 
unter starker Kiihlung mit 20-proz. Natronlauge alkalisch gemacht. Nach dem 
Filtrieren wurde der Niederschlag aus Isopropylalkohol unter Zusatz von Tierkohle 
unkristallisiert. Ausb.: 40,6 g, durch Einengen der Mutterlauge 26 g. Die Diamino- 
Verb. schmolz bei 168—170°. 

C,4H,,ON,. Ber. N, 12,38. Gef. N 12,79. 

2.4’-Dimethoxy-acetyl-diphenyl 

78,1 g 2.4’-Diamino-4-acetyl-diphenyl wurden in 336 ccm verd. 
Schwefelsiure (56 ccm konz. Schwefelsiiure und 280 ccm Wasser) gelést und mit 
48,3 g Natriumnitrit in 170 ccm Wasser bei 0° diazotiert. Die Diazoniumsalz- 
lésung lie’ man in 770 ccm kochende verd. Schwefelsiure (70 cem konz. Schwefel- 
siure und 700 ccm Wasser) eintropfen. Nach dem Erkalten wurde das festgewordene 
dunkle Ol zusammen mit den abgeschiedenen Kristallen filtriert und auf Ton ge- 
trocknet. Der Niederschlag wurde als Rohprodukt methyliert. Er wurde mit 
1000 ccm Methylalkohol, in dem 16,1 g Natrium gelést waren, versetzt. Diese 
Lésung wurde mit 200g Dimethylsulfat methyliert. Um die Lésung standig 
alkalisch zu halten, wurden von Zeit zu Zeit 7-proz. Natriummethylatlésung hinzu- 
gegeben, insgesamt 500 cem. Dann wurde im Vakuum der gréBte Teil des Methyl- 
alkohols verdampft und der Riickstand mit Benzol extrahiert. Nach dem Trocknen 
mit Natriumsulfat wurde die Benzollésung mit Tierkohle behandelt, um die 
gebildeten Diazoharze, die bei der nachfolgenden Destillation stérten, zum gréBten 
Teil zu entfernen. Der Benzolriickstand wurde dann im Vakuum (0,01 mm Hg) 
destilliert. Die Dimethoxy-Verb. ging bei einer Temp. von 180—185° iiber und 
schmolz nach dem Umkristallisieren aus Alkohol bei 81—83°. Ausb.: 51 g. 

C,gH,,0;. Ber. C 74,98, H 6,29. Gef. C 74,93, H 6,49. 

w-Acetoxy-2.4-dimetoxy-4’-acetyl-diphenyl (I) 

15,4 g Dimethoxy-acetyl-diphenyl] wurden in 30 ccm Eisessig gelést und 
bei 30—35° in wenigen Minuten mit 3,2 ccm Brom in 45 cem Eisessig (3°94 mehr 
als der Theorie entspricht) versetzt. AnschlieSend wurde noch 0,5 ccm einer 
50-proz. Bromwasserstofflésung in Eisessig hinzugegeben. Dann wurde noch 2 Stdn. 
bei Zimmertemp. weitergeriihrt. Das Reaktionsprodukt wurde mit Wasser aus- 
gefallt und ausgedthert, der Atherriickstand aus Methylalkohol umkristallisiert. 
Schmp. 102—104°. 

Das rohe Bromid aus dem vorhergehenden Versuch (19 g) wurde mit 12 ¢ 
Kaliumacetat in 120 ccm absol. Alkohol 1 Stde. zum Sieden erhitzt. Dann wurde 
in Wasser gegossen und mit Chloroform ausgeithert. Die Chloroformlésung wurde 
mit eiskalter 5-proz. Natriumbicarbonatlésung und Wasser gewaschen. Der Ein- 
dampfriickstand wurde mit Ather verrieben und nach Kiihlen mit Eis-Kochsalz- 
mischung abfiltriert. 

; Ausb.:. 10,7 g vom Schmp. 120—124°. Nach dem Umkristallisieren aus 
Athanol schmolz die Substanz bei 126—128°. 
C,,H,,0;. Ber. C 68,78, H5,77. Gef. C 68,44, H 6,05. 
Diphenylessigsaiurechlorid 

49 g Diphenylessigsaiure wurden fein pulverisiert und in 150 ccm wasser- 
freiem Benzol gelést und bei Zimmertemp. mit 50,5 g Phosphorpentachlorid 
in kleinen Portionen versetzt. AnschlieBend wurde 1 Stde. zum schwachen Sieden 
erhitzt und dann im Vakuum Benzol und Phosphoroxychlorid abdestilliert. Der 
Riickstand wurde im Vakuum (2,5mm Hg) destilliert. Das Chlorid ging bei 
164—166° iiber und schmolz bei 50—52°. Ausb.: 26,6 g. 








C,,H,,0Cl. Ber. C1 15,37. Gef. Cl 14,79. 
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4-[w-Acetoxy]-acetonyl-diphenyl (II) 

Fiir die Herstellung des Diazoketons wurde das rohe Chlorid, ohne es zu 
destillieren, verwandt. Es wurde in 100 ccm wasserfreiem Ather gelést, die athe- 
rische Lésung filtriert und innerhalb von °/, Stdn. zu 1800 ccm einer atherischen 
Diazomethanlésung bei 0—5° hinzugegeben. 

Die Diazomethanlésung war aus 177,7 g Nitrosomethylharnstoff und 580 ccm 
36-proz. Kalilauge in 1800 ccm Ather hergestellt worden. 

Dann wurde noch ¥4 Stde. bei 0° weitergeriihrt und bei Zimmertemp. iiber 
Nacht stehengelassen. Ks fielen nur einige Flocken aus, von denen abfiltriert wurde. 
Das Filtrat wurde im Vakuum eingedampft und der feste Riickstand ohne Reinigung 
weiterverarbeitet. Eine kleine Probe wurde mit Ather gewaschen, das zuriick- 
gebliebene Diazoketon schmolz dann bei 94—96°. 

22,8 g rohes Diazoketon wurden mit 225 ccm einer 1-proz. Kaliumacetatlésung 
in Eisessig 1 Stde. auf 70—80° erwirmt. Nach dem Abkiihlen wurde in Wasser 
gegossen, ausgeithert, die atherische Lésung mit 2-proz. Bicarbonatlésung und 
mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat verdampft. 
Der Riickstand wurde aus verd. Alkohol kristallisiert; Schmp. 85—88°. Ausb.: 17 g. 
Bei weiterem Umkristallisieren aus Athanol stieg der Schmp. auf 90—92°. 


C,,H,,03. Ber. C 76,1, H6,01. Gef. 76,16, H 6,18. 


4-[w-Oxy]-acetonyl-diphenyl] (III) 

4,7 g Diazoketon, gelést in 47 cem Dioxan, wurden mit 9,4 ccm 10-proz. 
Schwefelsiure versetzt. Nach 16 Stdn. wurde in Wasser gegossen und das Re- 
aktionsprodukt ausgeathert. Die Atherlésung wurde mit 5-proz. Bicarbonatlésung 
und Wasser gewaschen. Der Atherriickstand fiel im Anfang élig aus und lieB sich 
sehr viel schwieriger kristallisieren. Nach mehrfachem Umkristallisieren aus 
Methanol lag der Schmp. bei 118—121°. 

C,;H,,0,. Ber. C 79,62, H 6,24. Gef. C 79,60, H 6,84. 


2.4’-Dimethoxy-diphenyl-essigsaure 

37,50 g 2.4’-Dimethoxy-4-acetyl-diphenyl wurden mit 7g Schwefel 
und 50cem Morpholin 5 Stén. zum Sieden erhitzt. Dann wurde in Wasser ge- 
gossen, wobei das ausgeschiedene 01 bald eine halbfeste Form annahm. Es wurde 
mit Wasser geknetet und dann durch 10-stdg. Kochen mit 600 ccm 10-proz. alkohol. 
Kalilauge verseift. Hierauf wurde der gréBte Teil des Alkohols im Vakuum ver- 
dampft und der Riickstand mit Wasser versetzt. Von einem geringen Niederschlag 
wurde abfiltriert und das angesiuerte Filtrat mit Ather extrahiert. Nach Waschert 
und Trocknen der atherischen Schicht wurde der Ather verdampft und der Riick- 
stand aus 70-proz. waBrigem Methanol umbkristallisiert. Schmp. 110—112°, 
Ausb.: 34 g. 

CysH,,0,. Ber. C 70,59, H 5,93. Gef. C 70,41, H 6,03. 


4-[w-Acetoxy]-acetonyl-2.4’-dimethoxy-diphenyl (IV) 


24,5 g 2.4-Dimethoxy -diphenyl- essigsaiure wurden in 100 ccm wasser- 
freiem Benzol gelést und mit 19,7g Phosphorpentachlorid in mehreren 
Portionen versetzt. AnschlieBend wurde 1 Stde. zum leichten Sieden erhitzt und 
dann die Lésung im Vakuum verdampft. Der Riickstand kristallisierte langsam. 
Er wurde in 75 ccm Ather gelést und mit 700 ccm einer atherischen Diazomethan- 
lésung umgesetzt (die Konzentration war dieselbe wie beim ersten Versuch). Der 
Riickstand der eingedampften atherischen Lésung kristallisierte nicht. Das 01 
wurde fiir die weiteren Umsetzungen ohne weitere Reinigung benutzt. 

21 g des rohen Diazoketons wurden mit 210 ccm einer 1-proz. Kaliumacetat- 
lésung in Eisessig langsam auf 90° erwirmt und 1 Stde. bei dieser Temperatur 
gehalten. Nach Stehenlassen iiber Nacht wurde in Wasser gegossen und das 
Reaktionsprodukt mit Ather extrahiert. Die gewaschene und getrocknete Ather- 
lésung wurde mit Kohle behandelt. Beim Einengen auf ein kleines Volumen fiel 
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das Ketolacetat aus. Ausb. 10g, Schmp. 100—102°. Es wurde aus Athanol um- 
kristallisiert. 
C,,H,,0;. Ber. C 69,5, H 6,14. Gef. C 69,22, H 6,16. 


4-[w-Oxy]-acetony]-2.4’-dimethoxy-diphenyl (V) 

Um den freien Ketoalkohol zu erhalten, wurden 6 g Diazoketon in 60 ccm 
Dioxan mit 12 ccm 10-proz. Schwefelsaiure bei Zimmertemp. versetzt. Nach 14 Stdn. 
wurde in Wasser gegossen und mit Chloroform extrahiert, die Chloroformschicht 
wurde mit 5-proz. Bicarbonatlésung und Wasser gewaschen und das Chloroform 
nach dem Trocknen verdampft. Da der élige Riickstand nur langsam und un- 
vollstandig kristallisierte, wurde er bei 0,01 mm Hg destilliert. Bei 200—220° ging 
ein Ol iiber, das nach einigen Tagen vollkommen kristallinisch erstarrte. 


C,,H,,0,. Ber. C 71,31, H6,34. Gef. C 71,49, H 6,58. 
Bei der experimentellen Ausfiihrung der Versuche unterstiitzte mich 
G. Valzelli. 


Zusammenfassung 


Es werden 2.4’-Dimethoxyverbindungen von Diphenylketolen be- 
schrieben mit und ohne CH,-Gruppe zwischen der Ketolgruppe und 
dem aromatischen Kern. Sie beeinflussen im Gegensatz zu den Ver- 
bindungen der 1. Mitteilung die Permeabilitat der Bindehaut nicht. 

Auch das im Ringsystem unsubstituierte w-Acetoxy-acetony]l- 
diphenyl zeigte keine Aktivitat. 


Nucleoprotamin 
IV. Mitteilung 


Von 
K. Felix, J. Hartleib und A. Krekels 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8, Mirz 1952) 


In den Versuchen, iiber die wir in den vorausgegangenen Mitteilun- 
gen berichteten!, haben wir die Kerne aus den Spermatozoen verschiede- 
ner Forellenarten durch Plasmolyse in destilliertem Wasser dargesteilt 
und waren der Meinung, daB der Kern dabei unverandert bleibt, vor 
allem nichts von seiner Substanz verliert. Es miissen somit in ihm noch 
alle Potenzen stecken, die er in der Samenzelle besessen hat, insbe- 
sondere die Fahigkeit, eine Eizelle zu befruchten. Dies konnte in neuen 
Versuchen bewiesen werden. 

Ende November des vergangenen Jahres haben wir aus den Sper- 
matozoen des Bachsaiblings in der friiher beschriebenen Weise die Kerne 

1 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]; 
289, 10 [1951]. 
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isoliert, 6-mal auf der Zentrifuge gewaschen und 80 Saiblingseiern je einen 
so vorbehandelten Kern injiziert. 36 von diesen kinstlich befruchteten 
Eiern haben sich vollkommen normal entwickelt, und die Anfang 
Februar ausgeschliipften Fische unterschieden sich weder in der Ge- 
stalt noch in der Farbe noch im Gehaben von solchen, die sechs Tage 
zuvor auf normale Weise befruchtet worden waren; sie waren, weil 
jiinger, nur etwas kleiner (11 gegen 14 mm). Die nachstehenden Photo- 
graphien, die Herr Dr. R. Schneider vom hiesigen anatomischen Institut 





Junge Saiblinge kurz nach dem Ausschliipfen, links nach normaler, rechts nach 
kinstlicher Befruchtung. 


aufgenommen und uns freundlicherweise iiberlassen hat, zeigen die voll- 
kommene auBere Ahnlichkeit von je einem Vertreter der beiden Be- 
fruchtungsserien und den Unterschied in der GréBe. 

Die Frage, ob die kiinstlich befruchteten Fische den ganzen oder 
halben Chromosomensatz haben, steht noch offen. Herr Dr. R. Schnei- 
der wird das entgegenkommenderweise unter der Leitung von Herrn 
Prof. Starck untersuchen. Eventuell kénnte es sich um eine Parthe- 
nogenese handeln, die durch den mannlichen Samenkern ausgelést 
worden ist. 

Die Kerne waren, wie erwahnt, griindlich mit destilliertem Wasser 
gewaschen worden und gaben keine Reaktion auf Tryptophan. Es 
fehlte ihnen also das tryptophanhaltige Protein, das nach Mirsky und 
tis? im Residualchromosom enthalten sein soll. 








2 A. E. Mirsky u. H. Ris, J. gen. Physiol. 31, 1 [1947]. 
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Weiter scheint das Cytoplasma der Samenzelle fiir die Befruchtung 
nicht nétig zu sein. Offenbar kann sich der junge Fisch aus den Vorriaten 
im Cytoplasma und Dotter der Eizelle allein entwickeln. 

Die Ausbeute an ausgeschliipften Fischen war in diesem ersten 
Versuch so gering, weil wir die Technik der kiinstlichen Befruchtung 
noch nicht geniigend beherrschen. 


Beschreibung der Versuche 


Isolierung der Kerne: 

Die Spermatozoen der frisch abgestreiften Saiblingsmilch wurden, wie friiher 
beschrieben!, plasmolysiert und zentrifugiert, dann das weiBe, lockere Kernsediment 
mit eiskaltem, dest. Wasser aufgeriihrt, etwa 30 Sek. homogenisiert und erneut 
zentrifugiert. Auf diese Weise haben wir die Kerne 6-mal gewaschen. Unter dem 
Phasenkontrastmikroskop erwiesen sie sich danach als vollkommen nackt und bar 
jeder Beimengung von Cytoplasma. Damit sie einzeln blieben und nicht mitein- 
ander verklebten, wurde zum Schlu8 nur 2 Min. bei 1650 Umdrehungen zentri- 
fugiert. 
Priifung auf Tryptophan: Wir verwandten die Reaktion von Voisenet 
in der Ausfiihrung von Fiirth und Dische*. 5 mg getrockneten Kernmaterials 
aus verschiedenen Darstellungen wurden mit 2 ccm 0,2-n.NaOH in zugeschmolzener 
Ampulle 1 Stde. auf 110° erhitzt, danach dem Hydrolysat ein Tropfen einer 2,5-proz. 
Formaldehydlésung sowie 15 ccm konz. HCl zugesetzt und 10 Min. stehengelassen. 
Wenn man nun 12 Tropfen einer 0,05-proz. Lésung von NaNO, zufiigt und schiittelt, 
farbt sich das Gemisch bei Anwesenheit von Tryptophan violett; die Hydrolysate 
der Kerne blieben immer farblos. Mit dieser Ausfiihrung der Probe lieBen sich in 
einer Verdiinnungsreihe einer bekannten Tryptophanlésung noch 20 y der Amino- 
siure bequem nachweisen. 

Verhalten der Kerne bei der Millon-Reaktion: Wenn die im Wasser 
suspendierten Kerne mit Millons Reagens erwirmt wurden, so farbten sie sich 
blaBrot. Die Farbe verschwand aber sofort wieder, wenn die Temperatur anstieg 
und die Fliissigkeit zu sieden begann. Im Hydrolysat (48 Stdn., 20-proz. HCl, 110°) 
war dagegen die Millon-Reaktion stets negativ. Es diirfte also kein Tyrosin zu- 
gegen und jene voriibergehende Rotfarbung durch etwas anderes bedingt sein, 
vielleicht eine besondere strukturelle Anordnung des Nucleoprotamins im Kern; 
denn das aus 10-proz. NaCl-Lésung mit dest. Wasser umgefallte Nucleoprotamin 
gibt sie nicht mehr, 

Einfiihrung der Kerne in die Eier: Die Kerne sind sehr klein, nur 1,5 
bis 2 « lang und 1—1,5 yw dick; sie muBten einzeln gefischt werden, was anfangs 
ziemliche Schwierigkeiten bereitete. Wir verwandten dazu Kapillaren mit der 
konstanten lichten Weite von 10 yw, die in ein ausgezogenes Glasrohr eingekittet 
und iiber einen engen Druckschlauch mit einer Rekordspritze verbunden waren. 
Das Ganze wurde mit Wasser gefiillt. Waren die Kerne einfach in Wasser sus- 
pendiert, so bewegten sie sich schnell durch das Gesichtsfeld und wichen der 
Kapillare aus. Erst als wir die Viskositat der Suspension durch Zusatz von so viel 
geschmolzener und wieder abgekiihlter Gelatine erhéhten, daB der Gehalt etwa 
1—2% betrug, konnten die Kerne jeweils einzeln in die Kapillare eingesaugt 
werden. Die ganze Punktionseinrichtung wurde an einem Mikromanipulator be- 
festigt und durch ihn betatigt. 

Die Kernsuspension brachten wir in einen hohlgeschliffenen Objekttrager und 
beobachteten unter einem Stereomikroskop bei 144-facher VergréBerung das Ein- 
saugen in die Kapillare. Dabei achteten wir darauf, daf der Kern gerade in die 
Kapillare aufgenommen wurde und nicht zu weit aufstieg, damit méglichst wenig 


3 O. Firth u. Z. Dische, Biochem. Z. 146, 275 [1924]. 
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Suspensionsfliissigkeit in das Ei kam. Wasser, GefaBe und Objekttrager muBten 
1 vor Staub geschiitzt werden, da korpuskulare Verunreinigungen sich nicht von den 
Kernen unterschieden. Wenn die Suspension nach etwa 1 Stde. zih geworden war, 
wurde sie durch eine neue ersetzt. 

Sowie ein Kern in die Kapillare eingetreten war, wurde diese aus der Sus- 
, pension herausgezogen. 

Das Ei wurde unter Wasser auf ein Stiick Plexiglas gebracht, in das ein ge- 
eignetes Loch gebohrt war. Man lieB beides noch 1 Min. unter Wasser liegen, da- 
mit der Dotter sich unten und die Keimscheibe oben absetzen konnten. Unter 
dem Mikroskop stach man das Ki iiber der Keimscheibe mit einem fein ausgezogenen 
Glasstab an, fiihrte in das Loch die Kapillare ein, driickte den Kern durch Be- 
tatigung der Rekordspritze in das Ei hinein und achtete darauf, daB so wenig wie 
| méglich Suspensionsfliissigkeit mit eintrat. Auf keinen Fall darf der Dotter an- 
gestochen werden, weil damit das Ei zerstért wird. Die befruchteten Eier wurden 
dann sofort in das Bachwasser zuriickgebracht. 

Zwanzig Eier wurden gleich behandelt, ihnen aber kein Kern, sondern nur 
etwas (40—60 u*) Suspensionsfliissigkeit injiziert. Sie starben alle im Verlauf der 
ersten Wochen ab. 

Von den befruchteten Eiern gingen ebenfalls 44 zugrunde, wobei sich ihr 
Inhalt in eine triibe Masse verwandelte. Ahnliches wird auch bei natiirlichen, aber 
in einem viel geringeren Prozentsatz beobachtet. Vermutlich hatten wir doch, trotz 
aller Vorsicht, den Dotter haufiger verletzt und manchmal vielleicht auch atatt 
eines Kernes eine Verunreinigung injiziert. 

Diesmal sind wir mehreren zu Dank verpflichtet: Herrn Prof. Wezler, dessen 
Mikromanipulator wir benutzen durften, Herrn Dr. Zahn, der uns nicht nur die 
Kapillaren, sondern auch sein Stereomikroskop zur Verfiigung stellte, Frl. Dipl.- 
Chem. Jilke fiir die Hilfe bei der Darstellung des Kernmaterials und Herrn Herz- 
berger, der die befruchteten Eijer in seinem Forellengut sorgfaltig pflegte. 


Zusammenfassung 


80 Saiblingseier wurden mit gewaschenen Kernen aus Saiblings- 
spermatozoen kiinstlich befruchtet. 36 haben sich zu normalen Fischen 
entwickelt, wahrend 44 vorzeitig abgestorben sind. 
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Uber einige Kopplungsprodukte der Sulfanilsdure mit Aminosauren 
Von 
H. Oberrauch* und R. Stéhr 
Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Marz 1952) 


Im Rahmen einer chemotherapeutischen Fragestellung wurden 
unter anderem Kopplungsprodukte der Sulfanilsiure mit verschiedenen 
Aminoséuren synthetisiert, von denen das Sulfanilvl-norleucin und 
Disulfanilyl-lysin u. W. noch nicht beschrieben worden sind. Ihre Dar- 
stellung erfolgte nach Dewing und Mitarbb.! durch Umsetzung der 
Aminoséuren in alkalischer Loésung mit p-Acetylamino-benzolsulfo- 
chlorid zu den entsprechenden Acetylverbindungen, die durch Entacety- 
lierung in Sulfanilyl-norleucin bzw. Disulfanilyl-lysin tbergefiihrt 
worden sind. Ein analoger Kopplungsversuch von p-Acetylaminobenzol- 
sulfochlorid mit Tryptophan fiihrte zwar zu dem u. W. noch nicht 
beschriebenen N-Acetylsulfanilyl-tryptophan, jedoch gelang es nicht, 
das Sulfanilyl-tryptophan frei von Beimengungen zu erhalten. 

Bei der «-[Sulfanilyl]-aminovaleriansiure konnten wir die Schmp.- 
Angabe (205°) von Runti? bestatigen. Hingegen lag der Schmp. des von uns her- 
gestellten Sulfanilyl-phenylalanins mit 203—204° hoher als der von Gana- 
pathi® angegebene Schmp. von 196—197°. 

Beziiglich der Gewinnung der freien Sulfanilyl-glutaminsaure aus dem 
Hydrochlorid, die gleichfalls nach den Angaben von Dewing und Mitarbb.! dar- 
gestellt worden ist, hat sich ein Verfahren bewahrt, das bei der Darstellung des 
Disulfanilyl-lysins naher beschrieben ist. 


Beschreibung der Versuche 
Sulfanilyl-norleucin, H,N-C,H,-SO,-NH-CH(COOH)-CH,-CH,-CH,-CH,; 


1 g Norleucin wurde in 9 ccm 10-proz. Natronlauge gelést und dazu inner- 
halb von 60 Min. unter Schiitteln 1,9 g p-Acetylamino-benzolsulfochlorid 
portionenweise zugegeben. Nach mehrstiindigem Stehenlassen wurde von wenig 
Ungeléstem abfiltriert und das Filtrat mit 6 ccm Salzsiure (1:1) bis kongosauer 
angesiuert. Die dabei ausfallende Acetylverbindung (1,6 g) war zuerst dlig, wurde 
aber nach einigem Reiben kristallin. Schmp. des Rohproduktes: 192—194°. 

Entacetylierung: Zur Abspaltung der Acetylgruppe wurden 1,3 g der 
Acetylverbindung mit 6 cem Salzsaure (1: 1) 30 Min. am RiickfluBkiihler gekocht, 
wobei die Substanz véllig in Lésung ging. AnschlieBend wurde auf dem Wasserbad 
im Vakuum zur Trockene eingedampft und der Riickstand aus heiBem Wasser 
unter Zusatz von Tierkohle umkristallisiert. Ausb.: 0,85 g farblose Nadeln vom 
Schmp. 166—167° (sintern ab 160°). 

C,.H,,0,N,8(286,3). Ber. C 50,33, H 6,34, N 9,78. 

Gef. C 50,86, H 6,42, N 9,66 (Kjeldahl). 


* Ausgefiihrt mit finanzieller Unterstiitzung der Heilmittelwerke Wien 
GmbH.., der an dieser Stelle fiir ihr Entgegenkommen bestens gedankt wird. 
1 T. Dewing u. Mitarbb., J. chem. Soc. [London] 1942, 239. 
2 C. 8. Runti, zit. nach Chem. Zbl. 121 I, 1842 [1950]. 
3 K. Ganapathi, zit. nach Chem. Abstr. 34, 62434 [1940]. 
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Disulfanilyl-lysin, 
H,N-C,H,-SO,-NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH(COOH)-NH-SO,-C,H,-NH, 


1 g Lysinmonohydrochlorid wurde in 10 cem 10-proz. Natronlauge gelést 
und dazu innerhalb von 75 Min. in der oben beschriebenen Weise 2,7 g p-Acety|- 
amino-benzolsulfochlorid zugesetzt. Beim Ansaiuern mit 10 ccm Salzsaure 
(1: 1) fiel die Diacetylverbindung wachsartig aus, die nach Suspendieren in Wasser 
und leichtem Erwarmen fest wurde. Umkristallisieren aus heilsem Wasser. Ausb.: 
2,96 g feinkristalline Substanz vom Schmp. 208—209° unter schwacher Gelbfarbung 
(sintern ab 205°). 

Entacetylierung: 1,3 g Diacetylverbindung wurden mit 12 ccm Salzsiure 
(1: 1) in der oben beschriebenen Weise entacetyliert und der im Vakuum erhaltene 
Verdampfungsriickstand mit 50 ccm dest. Wasser aufgenommen. Die Lésung wurde 
mit Tierkohle entfarbt, filtriert und im MeBkolben auf 100 ccm verdiinnt. Um aus 
dem Hydrochlorid das freie Disulfanily]-lysin zu erhalten, wurde in 1 cem Lésung 
der Chloridgehalt nach Volhard fallungsanalytisch bestimmt und daraus die fiir 
die Bindung der Salzsaure erforderliche Natronlaugemenge berechnet. Nach Zusatz 
derselben zur Lésung wurde letztere auf dem Wasserbad bis zur beginnenden 
Kristallisation eingedampft. Ausb.: 1,1 g Rohprodukt. Umkristallisieren aus 
heiBem Wasser unter Zusatz von Tierkohle. Schmp. 186—187° (sintern ab 183°). 

CygH.40,N48,(456,5). Ber. C 47,35, H 5,30, N 12,27. 

Gef. C 47,32, H 5,26, N 12,03 (Kjeldahl). 


Acetylsulfanilyl-tryptophan, 
CH,-CO-NH-C,H,-SO,-NH-CH(COOH)-CH,-(C,H,N) 

1g Tryptophan: wurde in 5ccm 10-proz. Natronlauge gelést und in der 
beschriebenen Weise mit 1,2 g p-Acetylamino-benzolsulfochlorid umgesetzt. 
Nach Zugabe von 30 ccm verd. Essigsiure und 6 ccm Salzsaure (1:2) fiel die 
Acetylverbindung (1,5 g) dlig aus; sie wurde nach gelindem Erwarmen in Wasser 
am Wasserbad fest. Die Substanz wurde in 25 ccm Aceton gelést, mit Tierkohle 
aufgekocht, filtriert und mit 100 ccm Wasser ausgefillt. Farblose Nadeln vom 
Schmp. 244—245° (unter Braunfirbung). 

Cy9H,,0;N38 (401,4). Ber. 56,82, H 4,77, N 10,47. 

Gef. C 56,91, H 4,76, N 10,20 (Kjeldahl). 


Sulfanilyl-phenylalanin, H,N-C,H,-SO,-NH-CH(COOH)-CH,-C,H, 


Schmp. 203—204°. Schmp. nach Ganapathi’: 196—197°. 
C15H,,0,NoS (320,35). Ber. C 56,23, H 5,03, N 8,74. 
Gef. C 56,27, H 5,16, N 8,73 (Kjeldahl). 


Samtliche Schmp.-Bestimmungen wurden im Mikroschmelzpunkt-Apparat 
nach Kofler durchgefiihrt. 


Zusammenfassung 
Beschreibung der Synthese von N-Acetylsulfanilyl-norleucin, Sulf- 
anilyl-norleucin, Di-[N-acetylsulfanilyl]-lysin, Disulfanilyl-lysin und 
N-Acetylsulfanilyl-tryptophan. 
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Ein Beitrag zur Giucuronsdureentgiftung 
Von 
Heinrich Siidhof 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik Géttingen 
Direktor: Prof. Dr. med. R. Schoen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Marz 1952) 


Die Bedeutung der Glucuronsaure fiir die Entgiftungsvorgange 
im menschlichen und tierischen Organismus ist seit Jahrzehnten Gegen- 
stand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Manche Teilvorgange sind 
hierdurch bereits aufgeklart worden. Die wesentlichsten Probleme in 
diesem Zusammenhang, namlich die Rolle und Herkunft der Glucuron- 
siure im Kohlenhydratstoffwechsel iiberhaupt, sowie der Mechanismus 
der Bildung gekoppelter Glucuronséuren, sind jedoch bis heute noch 
umstritten. Neuerdings ist die Frage nach der Glucuronsaureentgiftung 
durch die Einfiihrung synthetischer Glucuronsiure in die Therapie 
rheumatischer Erkrankungen durch Peterman! von anderem Ge- 
sichtspunkt wiederum aufgeworfen worden. Peterman sowie Hodas 
und Mitarb.2 vermuten, daf die Wirkungsweise therapeutisch ge- 
gebener Glucuronséure entweder in ihrer Funktion als Baustein des 
mesenchymalen Gewebes oder im Eingreifen in die Entgiftungsvorgange 
zu sehen sei. An diese Vorstellungen ankniipfend, haben wir uns im Zu- 
sammenhang mit klinischen Untersuchungen iiber die Glucuronséure 
die Frage gestellt, ob die Gabe von synthetischem Glucuronsaurelacton, 
dessen Verwertung im Organismus u.a. durch Untersuchungen von 
Hollmann? erwiesen ist, die Atherglucuronsiure-Ausscheidung im 
Harn nach Zufuhr entgiftungspflichtiger Substanzen steigert. 


Methodik 


Als Versuchstiere verwendeten wir 4 ausgew achsene mannliche Kaninchen 
mit einem Korpergewicht zwischen 2,5 und 3,5 kg. Die Tiere wurden wahrend der 
Zeit, innerhalb derer die Versuche an ihnen durchgefiihrt wurden, unter gleichen 
Bedingungen gehalten und zur Anregung der Harnbildung vorwiegend mit Riiben 
ernahrt. a 

Bis auf Vers. Nr. 7 wurden in allen Versuchen jeweils 2 Tiere verschiedener 
Versuchsgruppe zugleich untersucht. Den auf ein Brett gespannten nichtnarkoti- 
sierten Kaninchen wurde ein diinner Dauerkatheter in die Blase gelegt und zur 
Anregung der Diurese 100 ccm Jauwarmes Wasser durch die Schlundsonde zu- 
gefiihrt. Etwa 30 Min. spater wurde den Tieren dann entweder 40 mg Menthol 
(1. Versuchsgruppe) oder 40 mg Menthol und anschlieBend 500 mg Glucuronsaure- 
lacton (2. Versuchsgruppe) oder 40 mg Menthol und anschlieBend 500 mg Glucose 
(3. Versuchsgruppe) langsam in die Ohrvene injiziert. Der im Anschlu8 an die 
intraven6ése Injektion innerhalb der ersten und innerhalb der zweiten Stunde ge- 
bildete Harn wurde in je einem 100-ccm-Erlenmeyerkélbchen aufgefangen und 
der Gehalt an Atherglucuronsaure in den betreffenden Harnportionen gesondert 
bestimmt. 


1 FE. A. Peterman, Lancet 67, 451 [1947]. 
2 J. H. Hodas et al. Lancet 69, 385 [1949]. 
3 8. Hollmann, diese Z., im Druck. 
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Da das Menthol in Wasser praktisch unldslich ist, und es uns auch nicht 
gelang, es durch Zuhilfenahme eines geeigneten Lésungsvermittlers in ausreichender 
Menge in Lésung zu bringen, haben wir als Injektionslosung eine Emulsion folgender 
Zusammensetzung verwendet: Menthol DAB 2,0, Spiritus (90%) 4,0, Mucilago 
Tylose 20,0, aqua dest. ad 100,0. Mit Hilfe eines Emulgators bekommt man eine 
stabile Injektionslésung, die einige Tage im Eisschrank haltbar ist. Von dieser 
Lésung wurden jeweils genau 2 com = 40 mg Menthol injiziert. Diese Dosis wurde 
von den Tieren bei langsamer intravenédser Injektion symptomlos vertragen. In 
Vorversuchen fiihrte jedoch schon die vorsichtige intravenése Injektion von 100 m 
Menthol zu schnell einsetzenden Krampfen, die nach wenigen Minuten den Tod 
des Tieres zur Folge hatten. Die in den Versuchsgruppen 2 und 3 zusiatzlich in- 
jizierte Glucuronsaure (synthet. Glucuronsaurelacton)* bzw. Glucose wurde in Form 
einer 10-proz. Lésung gegeben. 

Zur Bestimmung der Atherglucuronsaure in den Harnportionen bedienten wir 
uns der Methode von Florkin‘, die auf Ausschaltung der freien Glucuronsaure 
durch Kupferkalkfallung beruht. Von der Brauchbarkeit der Methode haben wir 
uns in Vorversuchen iiberzeugt. Die Differenz zwischen den Doppelbestimmungen 
betrug bei uns maximal 5%. In Modellversuchen an Harnen iiberzeugten wir uns, 
da8 die Bestimmung der Atherglucuronséure durch Zusatz von freiem Glucuron- 
sdurelacton und Glucose nicht gestért wird. Die in der Arbeit angefiihrten Werte 
fiir Atherglucuronsaure sind als Glucuronsaurelacton berechnet. 


Versuchsergebnisse 


Tab. 1 gibt die Versuchsergebnisse wieder. Die 18 Einzelversuche 
sind in 4 Versuchsgruppen (siehe Lingsspalte 1) unterteilt und die den 
Tieren der 4 Versuchsgruppen intraven6s injizierten Substanzen in der 
Langsspalte 4 aufgefiihrt. 

Als erstes Ergebnis soll hervorgehoben werden, daB im AnschluB 
an die Mentholinjektion eine deutliche Ausscheidung von Atherglucuron- 
sdure im Harn erfolgt (Versuchsgruppe 1—3 der Tabelle), waihrend die 
Injektion der Emulsionsgrundlage allein oder in Kombination mit der 
anschlieBenden Gabe von Glucuronséure oder Glucose zu keiner merk- 
lichen Atherglucuronsaureausscheidung im Harn fiihrt (Versuchsgruppe 4 
der Tab.). In Vorversuchen, die in der Tabelle nicht mit aufgefiihrt sind, 
fanden wir auch in 1-stdg. Harnportionen vor der Mentholinjektion 
keinen merkiichen Gehalt an Atherglucuronsdure (weniger als 1 mg). 
In Ubereinstimmung mit den Angaben in der Literatur (siche weiter 
unten) kann daher geschlossen werden, daB es sich bei dem im Anschlu8 
an die Mentholinjektion beobachteten vermehrten Atherglucuronsaure- 
gehalt im Harn um das Mentholglucuronid handelt. 

Die gebildete Harnmenge innerhalb der ersten und innerhalb der 
zweiten Stunde nach der Mentholinjektion (siehe Langsspalte 5 und 6) 
betraigt im Mittel der 18 Versuche in der ersten Stunde 42 ccm (11 bis 
82 ccm) und innerhalb der zweiten Stunde 66 ccm (32—107 ccm). Eine 
Abhangigkeit zwischen Harnmenge und Atherglucuronsaureausscheidung 
besteht nicht. 


4M. Florkin et al., Enzymolcgia [Den Haag] 10, 220 [1942]. 
* Das Glucuronséurelacton wurde uns von den Deutschen Maizena- 
werken zur Verfiigung gestellt. Der Firma sei auch an dieser Stelle bestens gedankt. 
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6,92 mg und auf die zweite Stunde 4,42 mg. 
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Nach intravenéser Zufuhr von 40 mg Menthol (Versuchsgruppe 1) 
werden innerhalb von 2 Stdn. im Mittel 11,34 mg Atherglucuronsaure 
im Harn ausgeschieden; hiervon entfallen im Mittel auf die erste Stunde 


Die innerhalb der ersten 2 Stdn. nach intravenéser Zufuhr von 40 mg Menthol 
im Harn ausgeschiedenen 11,34 mg Atherglucuronsaure (berechnet als Glucuron- 


Tab. 1. Ausscheidung von Atherglucuronsiuren im Harn beim Kaninchen 
innerhalb von 1 und 2 Stdn. nach intravendser Zufuhr von Menthol, 
Menthol + Glucuronsaure und Menthol + Glucose. 































































































































































1 | 2 3 | 4 S 6 7 
os Meena Pr Loco 
Ver- Ver- 7 intravenés sneld inate “ yi aga sn wc ni me 
suchs- suchs- 3 injizierte 1-Stdn.-Harnportionen im Harn inner- 
Stuppe Nr. Datum Substanzen 1.Stde. | 2. Stde. halb von 2 Stdn. 
nach der Injektion Tajektion 
92 8,80 1,84 
3b | 13.19.51 115 640 10,64 
67 10,44 - 2,94 i 
4b | 18.12.51 18,0 | 107.0 13,38 
76 0,15 13,38 ~~ 
1 | 5b | 99.39.51 | 40mg Menthol 15.0 75,5 15,53 
26 8,83 2,60 ‘ 
6b | 98.12.51 68.0 64.0 sored 
om 26 6,39 1,34 —_ 
“e | 3.1.82 62,5 | 79,5 sip 
Mittel: 6,92 4,42 11,34 
(ber. auf Menthol) (6,14) (3,94) (10,06) 
26 7,95 1,06 
Ja | 6.19.51 41.0 42,5 ol 
i 92 6,98 4,19 a 
2a | 9.12.51 15.0 82.0 11,17 
40 mg Menthol 
3a 26 6,60 2,14 8.74 
2 13.12.51 | 500 mg Glucuron- 12,0 73,0 
76 saurelacton a0: ain 
4 5,¢ ‘ ~ 
4a | 18.12.51 10,8 22.5 15,01 
ws 76 0,716 0,466 
7b | 3.1.59 82,0 71.0 1,182 
Mittel: 6,22 2,81 9,03 
(ber. auf Menthol) (5,52) (2,49) (8,01) 








Die in Kursivdruck wiedergegebenen Zahlen bedeuten 
Portionen. 


ccm Harn in den 1-stdg- 
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Tab. 1 (Fortsetzung) 






























































1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 | 7 
mg Atherglucuronsaéure BP cet 
a (ber. als Glucuron- P YiNeH- 
Ver- Ver- _ intravends sdurelacton) in den ee oe 
suchs- suchs- aeee injizierte 1-Stdn.-Harnportionen |} jm > wa vsti 
gruppe; Nr. Datum eee 1. Stde. | 2. Stde. |{halb von2 Stdn, 
nach der Injektion nach der 
Injektion 
92 16,37 5,18 Pore 
’ ’ 9 4-4 
1b | 6.12.51 29,0 | 61,0 —_ 
i: 26 14,70 4,96 
2b | 9.12.51 24.0 75.0 19,06 
= 40 mg Menthol 9° 35 
on. | 500 mg Glucose : : 
92 13,20 273 es 
6a | 98.12.51 71,6 52.0 15,53 
a 67 14,52 1,28 = 
a | 3.1.52 81,0 85.0 15,80 
Mittel: 14,22 2,82 17,05 
(ber. auf Menthol) (12,62) (2,51) (15,13) 
ee 67 500 mg 0,78 0,49 1.37 
: 7.1.52 Glucose 67,0 62,0 al 
Pace) 1 | eae MSE SSRIS 
ee Emul-| 500 mg 9 
4 8b ~ in sions- | Glucuron- an Poy 0,12 
"| grund-| séiurelacton ? és 
92 a 0,04 0,44 
itis 58,0 78.0 om 


























sdurelacton) entsprechen einer entgifteten Mentholmenge von 10,06 mg. Das be- 
deutet, daB etwa 25% des intravenés zugefiihrten Menthols innerhalb der ersten 
2 Stdn. als Mentholglucuronid im Harn ausgeschieden wird. Dieser Wert stimmt 
gut tiberein mit den Untersuchungen von Quick®, der mit anderer Methode, aber 
ebenfalls am Kaninchen, innerhalb von 3 Stdn. nach oraler Gabe von 2 g Menthol 
eine Mentholglucuronidausscheidung im Harn von etwa 20% der zugefiihrten 
Menge feststellte. 

Werden im Anschlu8 an die Mentholinjektion zusatzlich 500 mg 
Glucuronsiurelacton gegeben (Versuchsgruppe 2), so andert sich die 
Atherglucuronsaureausscheidung im Harn gegeniiber den Versuchen der 
Gruppe | praktisch nicht. Die im Mittel etwas niedrigeren Werte in der 
Versuchsgruppe 2 sind z. Tl. durch das Verhalten des Tieres Nr. 76 be- 
dingt; dieses Kaninchen wich in allen Versuchen (5b, 4a und 7b) 
hinsichtlich der Atherglucuronsiureausscheidung deutlich von den 
ubrigen Tieren ab. 


5 A.J. Quick, J. biol. Chemistry 61, 679 [1924]. 
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Uberraschenderweise bewirkt jedoch die zusatzliche Zufuhr von 
Glucose (Versuchsgruppe 3) eine deutliche Mehrausscheidung von 
Atherglucuronsaure im Harn. Diese Mehrausscheidung betragt im Mittel 
etwa 50% gegeniiber den Tieren, denen neben dem Menthol keine 
Glucose zugefiihrt wurde (Versuchsgruppe | und 2). Nach intravendser 
Zufuhr von 40 mg Menthol und 500 mg Glucose werden innerhalb von 
2 Stdn. im Mittel 17,05 mg Atherglucuronsaure (entspr. 15,13 mg Men- 
thol) durch den Harn ausgeschieden. 14,22 mg entfallen hiervon auf die 
erste Stunde und 2,83 mg auf die zweite Stunde nach der Menthol- 
injektion. 

Das Verhiltnis der ausgeschiedenen Atherglucuronsduremenge im 
Harn innerhalb der ersten Stunde zu der innerhalb der zweiten Stunde 
nach der Mentholinjektion betraigt in den Versuchsgruppen 1 und 2 
ungefahr 2: 1 und in der Versuchsgruppe 3 etwa 5: 1; das bedeutet, daB 
die durch die Glucoseinjektion bedingte Mehrausscheidung von Ather- 
glucuronsdure im Harn im Anschlu8 an die Mentholgabe vor allem 
innerhalb der ersten Stunde nach der Glucoseinjektion erfolgt. 

Die durch die Glucosegabe beobachtete Mehrausscheidung von Atherglucuron- 
saure im Harp im AnschluB an die Mentholinjektion ist statistisch gesichert; fiir 
den Unterschied zwischen den Versuchen der Versuchsgruppe 1 und 3 errechnet 
sich ein p von 0,018 nach Patau®. Da sich die Ergebnisse innerhalb der Versuchs- 
gruppe 1 und 2 praktisch nicht voneinander unterscheiden, d.h. die zusatzliche 
Gabe von freiem Glucuronsaurelacton unter den angewandten Versuchsbedingungen 
keinen EinfluB auf die Ausscheidung von Atherglucuronsdure im Harn erkennen 
laBt, erscheint es berechtigt, zur gréBeren Genauigkeit den Unterschied zwischen 
den Versuchsgruppen 1 und 2 und der Versuchsgruppe 3 ebenfalls statistisch zu 
berechnen. Unter Herausnahme der Versuche am Tier 76, das in allen Versuchen 
eine deutliche Abweichung zeigte, ergibt sich fiir diesen Unterschied sogar ein 
p von 0,0018. 

Die Ergebnisse sind in zweierlei Hinsicht bemerkenswert; zunachst 
ist unter den angewandten Versuchsbedingungen kein EinfluB des 
intravenés zugefiihrten Glucuronsaurelactons auf die Ausscheidung von 
Atherglucuronséure im Harn erkennbar. Diese Tatsache legt die Ver- 
mutung nahe, daB die Zufuhr von freier Glucuronsaure nicht ein direktes 
Eingreifen dieser Substanz in die Entgiftungsvorginge bewirkt. Es ist 
jedenfalls auf Grund der erhobenen Befunde sehr unwahrscheinlich, daB 
im Organismus die freie Glucuronsiiure als solche direkt mit Menthol 
gekoppelt werden kann. Auch Lipschitz und Bueding’ haben ahn- 
liche Beobachtungen gemacht; sie konnten an Leberschnitten nach- 
weisen, daB die Koppelung von Menthol und ahnlichen Substanzen mit 
Glucuronsaéure durch Zusatz von freier Glucuronséiure zum Substrat 
nicht geférdert wird. Weiterhin ist nach ihren Untersuchungen die 
Glucuronsaéurebildung und -Koppelung mit fermentativen Oxydations- 
und Phosphorylierungsprozessen verkniipft, da durch Zusatz von HCN, 

_Fluorid oder Jodessigsiure eine Hemmung beobachtet wurde. Lip- 


6 K. Patau, Biol. Zbl. 63, 152 [1943]. : 
? W.L. Lipschitz u. E. Bueding, J. biol. Chemistry 129, 333 [1939]. 
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schitz und Bueding kommen auf Grund ihrer eingehenden Unter- 
suchungen zu dem SchluB, daB als Quelle der Glucuronsaure nicht die 
6-Kohlenstoffzucker und ihre Glucoside anzusehen seien. Nach ihrer 
Ansicht ist die Bildung gekoppelter Glucuronsiure die Folge eines 
synthetischen Vorganges unter Verwendung von 3-Kohlenstoffatom- 


ketten. 

Als weiteres bemerkenswertes Ergebnis der mitgeteilten Versuche 
sehen wir die Tatsache an, daB durch die intravenése Zufuhr von Glucose 
die Ausscheidung von Atherglucuronsaure im Harn nach Mentholinjek- 
tion erheblich gesteigert wird. Hieraus ergibt sich, daB der Organismus 
durch das Angebot einer gréBeren Menge von Glucose zur vermehrten 
Bildung von gekoppelter Glucuronsiure angeregt wird. Entgegen den 
Beobachtungen von Lipschitz und Bueding’, die an Leberschnitten 
durch Zusatz von Glucose keine deutliche Steigerung in der Bildung 
gekoppelter Glucuronsaéure beobachten konnten, weisen die Versuche 
von Quick® an pankreaslosen Hunden zumindestens darauf hin, daB 
sowohl fiir die Glucuronsiure als auch fiir die Glucose im Stoffwechsel 
die gleiche Muttersubstanz anzunehmen ist. Leider sind die bisherigen 
Beobachtungen iiber die Herkunft der Glucuronsiure im Stoffwechsel 
sowie tiber den Mechanismus der Glucuronséurekoppelung noch so 
lickenhaft und widersprechend, dab es schwer méglich ist, sich schon 
jetzt ein zusammenhangendes Bild dariiber zu machen. DaB die Glucose 
—die als zentrales Glied im Kohlenhydratstoffwechsel vom Organismus 
besonders leicht umwandelbar ist — eine wesentliche Quelle der Glucu- 
ronsdurebildung darstellt, wird durch die hier vorliegenden Befunde 
jedenfalls sehr wahrscheinlich gemacht. 

Eine endgiiltige Aufklarung iiber die Bedeutung der Glucose fiir die Glucuron- 
sdurebildung ist wohl vor allem durch die Anwendung der Isotopenmethode zu 
erwarten. Bis jetzt sind uns jedoch erst zwei solche Untersuchungen bekannt; 
Mosbach und King® konnten an Ratten mit Hilfe von markierter Glucose nach- 
weisen, daB die Glucosekette zur Bildung gekoppelter Glucuronsaure nach Borneol- 
gabe verwendet wird. Leider handelt es sich bei dieser Arbeit nur um qualitative 
Untersuchungen, so da8 aus ihren Ergebnissen nur recht bedingte Schliisse ge- 
zogen werden kénnen. Die Versuche von Packham und Butler?!® zeigen dariiber 
hinaus, daB neben der Glucose auch Brenztraubensaure, Milchsiure und Glucuron- 
saure (als Na-Salz gegeben) zur Bildung von Naphtholglucuronid herangezogen 
werden kénnen. Auf Grund ihrer Ergebnisse wird von den Autoren vermutet, da 
die freie Glucuronsiure unter giinstigen Bedingungen sogar direkt zur Glucuronid- 
bildung verwendet werden kann. Da jedoch in diesen Untersuchungen keine ge- 
nauen Bilanzen durchgefiihrt wurden, kénnen auch aus diesen Ergebnissen noch 
keine bindenden Schliisse gezogen werden. 

Kine endgiiltige Klarung der Frage nach der Herkunft der Glucuron- 
siure im Stoffwechsel und dem Mechanismus der Glucuronsiéurekoppe- 
lung sowie nach der Bedeutung der Glucose fiir diese Vorginge hann 


erst durch weitere Untersuchungen erhofft werden. 


8 A.J. Quick, J. biol. Chemistry 70, 59 [1926]. 
® EK. H. Mosbach u. C. G. King, J. biol. Chemistry 185, 491 [1950]. 
10 M.A. Packham u. G. C. Butler, J. biol. Chemistry 194, 349 [1952]. 
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Zusammenfassung 


1. Am Kaninchen wird die Ausscheidung von Atherglucuronsaure 
im Harn innerhalb von 1 und 2 Stdn. nach intravendser Zufuhr von 
Menthol, Menthol plus Glucuronsiure und Menthol plus Glucose be- 
stimmt. 

2. Die zusitzliche Gabe von Glucuronsiurelacton fiihrt unter den 
angewandten Versuchsbedingungen zu keiner Veranderung der Ather- 
glucuronsdureausscheidung im Harn. 

3. Dagegen bewirkt die zusitzliche Zufuhr von Glucose eine er- 
hebliche Mehrausscheidung von Atherglucuronsiure von im Mittel 
etwa 50%. 

4. Die erhobenen Befunde, insbesondere die Bedeutung der Glucose 
fiir die Bildung gekoppelter Glucuronsdure, werden diskutiert. 


- Trennung von Dinitrophenylaminosauren 
in der Papierchromatographie 
Von 
K. Felix und A. Krekels 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1952) 


Um in den Protaminen, die wir isoliert haben, die Endaminosauren 
zu bestimmen, haben wir von den sieben in ihnen auftretenden Mono- 
aminosduren (Serin, Threonin, Glycin, Alanin, Prolin, Valin, Isoleucin) 
die Dinitrophenylderivate (DNP-Derivate) dargestellt und versucht, 
sie in einem eindimensionalen Papierchromatogramm zu trennen. Von 
den verschiedenen Lésungsmittelgemischen, die wir probierten, bewahrte 
sich am besten die Kombination aus 50° sec. Butanol, 30°% Methyl- 
acetat, 16% 0,5-n. Salzsiure und 4°%, Isopropylchlorid. Mit dem von 
Blackburn und Lowther! empfohlenen Gemisch aus Propanol und 
Cyclohexan hatten wir keinen Erfolg, vielleicht weil uns nicht das ent- 
sprechende Papier zur Verfiigung stand. Wir verwandten das Papier 
Nr. 2043a und b von Schleicher & Schiill, das zuvor mit Phthalatpuffer 
von py, 6 getrankt und dann an der Luft getrocknet worden war. Wir 
haben die DNP-Aminosiauren erst einzeln. fiir sich und dann alle ge- 
mischt aufgesetzt. Die blassen, gelben Flecke lieBen sich nicht gut 
photographieren, weswegen das Chromatogramm in verkleinertem Mab- 
stab abgezeichnet wurde. 


18. Blackburn u. A. G. Lowther, Biochem. J. 48, 126 [1951]. 
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Abb. 1. Papierchromatogramm der DNP-Derivate der 7 in den Protaminen vor- 
kommenden Monoaminosauren. 


Beschreibung der Versuche 


Die DNP-Aminoséuren wurden nach der Vorschrift von Sanger? dargestellt 
und von jeder 5 mg in 2 cem Eisessig gelost. 3—5 mm* dieser Lésung (= 7,5—12,5y 
Aminosiaurederivate) wurden 5 cm vom unteren Rand entfernt auf einen Bogen 
30 x 30cm der angegebenen Sorte Filtrierpapier aufgesetzt. Das Papier war mit 
Phthalatpuffer von py 6 getrankt. 


1. Verfahren von Blackburn und Lowther 

Wenn wir in dem wie oben vorbereiteten Papier das Gemisch von 30% Pro- 
panol in Cyclohexan, das mit Citratpuffer von py 6 ausgeschiittelt worden war, 
aufsteigen lieBen, entfernten sich die DNP-Aminosiuren kaum vom Startpunkt 
und trennten sich nicht. 

2. 2% Chloroform in Methylacetat 

In diesem Gemisch trennten sich wohl DNP-Serin und DNP-Threonin vonein- 
ander und gaben scharf abgegrenzte Flecke, wahrend DNP-Alanin, DNP-Prolin, 
DNP-Valin und DNP-Isoleucin zusammen an den oberen Rand des Papiers wan- 
derten und dort einen einzigen dicken Fleck bildeten. 

3. Mit 0,5-n. waBr. HCl gesattigtes sec. Butanol 

DNP-Valin, DNP-Isoleucin und DNP-Serin gaben getrennte Flecke; DNP- 
Threonin, DNP-Alanin und DNP-Prolin bildeten einen gemeinsamen Fleck. 

4. 4% Isopropylchlorid in sec. Butanol 

Wenn das mit 0,5-n. HCl gesattigte sec. Butanol mit 4% Isopropylchlorid 
gemischt wurde; bildeten sich zwei Phasen, von denen die obere zur Entwicklung 
der Chromatogramme verwandt wurde. Mit diesem Gemisch erhielten wir neben 
den unter 3 genannten Einzelflecken noch einen Fleck fiir DNP-Threonin, so daB 
nur noch DNP-Alanin und DNP-Prolin in einem Fleck vereinigt liegen. 


Die Ergebnisse mit den Lésungsmitteln 2—4 zeigt Abb. 2. 


2 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]; R.R. Porter u. F. Sanger, 
Biochem. J. 42, 287 [1948]. 
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2. 3. 4. 
Abb. 2. Papierchromatogramme der DNP-Derivate der Protamin-Monoamino- 
siuren bei Anwendung der Lésungsmittelgemische 2—4. 


5. 50% sec. Butanol, 30% Methylacetat, 16% 0,5-n. HCl und 4% Isopropyl- 
chlorid. 

Dieses Gemisch bildet nur eine einzige Phase und trennt, wie bereits im all- 
gemeinen Teil erwahnt, die DNP-Derivate der 7 Monoaminosauren. Die 0,5-n. HCl 
kann auch durch Wasser ersetzt werden. Die Trennung gelingt dann noch, aber die 
Ry-Werte sind kleiner und die Flecken oft verwaschen. 

Das Gemisch 5 trennt iibrigens auch die x- DNP-Derivate von Arginin, Histidin 
und Lysin. 

Mit den Gemischen 2—5 kann man auch DNP-Asparaginsaiure nachweisen; 
sie bleibt hinter den anderen Aminosaurederivaten zuriick. 


Zusammenfassung 


Es wurde ein Lésungsmittelgemisch entwickelt, mit dem die Dini- 
trophenylderivate von Glycin, Alanin, Serin, Threonin, Valin, Prolin und 
Isoleucin papierchromatographisch voneinander getrennt werden kénnen. 








wo 
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Auswertung von Diagrammen aus 
Elektrophoreseversuchen 


Von 
Andreas Wallner und Rudolf Ulke 


Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Erlangen, 
Direktor: Prof. Dr. C. Korth 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1952) 


Die Abb. 1 zeigt ein Diagramm, wie man es bei der Elektrophorese 
des menschlichen SerumeiweiBes erhalt. Um hieraus die prozentualen 
Anteile der einzelnen EiweiBfraktionen bestimmen zu k6nnen, miissen 
bekanntlich die diesen Fraktionen entsprechenden Kurvenstiicke zu 
GauBschen Kurven erganzt werden, deren Flicheninhalte dann jeweils 
den gesuchten Anteilen entsprechen. 

Die GauBsche Kurve ist der mathematische Ausdruck fiir die wahr- 
scheinliche Verteilung der EiweiBteilchen infolge der Diffusion an der 
Grenzfliche der untersuchten kolloidalen Lésung und der Pufferlésung. 
Bezeichnet man mit x die Abszisse (Weg) und mit y die Ordinate (Ex- 
tinktion), so lautet die Gleichung fiir die GauBsche Kurve in allge- 
meinster Form: 

c 








~~ iets (1) 
wobei c eine Konstante ist. Der Flicheninhalt dieser Kurve ist: 
, y e-e2" dx, (2) 
Va _; 


Die Ermittlung bzw. Erginzung der richtigen GauBschen Kurven 
aus einem gegebenen Diagramm, z. B. wie in Abb. 1, bereitet erfahrungs- 
gemaB Schwierigkeiten. Es kommt darauf an, eine Methode zu finden, 
die mit wenig Zeitaufwand und ohne kostspielige Apparate als Routine- 
methode zu einem méglichst genauen Ergebnis fihrt. In den sehr zahl- 
reichen Arbeiten tiber Elektrophoreseversuche finden sich iiber diesen 
fiir die praktische Anwendbarkeit der Elektrophorese entscheidenden 
Punkt wenig Hinweise} 2. 


1 EK. Wiedemann, Schweiz. Med. Wschr. 76, 241 [1946]; Wuhrmann u. 
Wunderly, Die BluteiweiSkérper des Menschen. Verlag Benno Schwabe & Co., 
Basel 1947. ; 

2 O. Lamm, Nova Acta Reg. Soc. Sci. Upsaliensis 10, 6 [1937]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 290 6 
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Die beste bisher bekannte Methode hierfiir diirfte die von Wiede- 
mann? entwickelte sein, bei der eine groBe Anzahl GauBscher Kurven 
mit verschiedenen MaBstiiben aufgezeichnet und mit Hilfe eines op- 
tischen VergréBerungsapparates jeweils eine passende Kurve bzw. Kur- 
venhialfte in geeigneter VergréBerung auf das auszuwertende Diagramm 
projiziert wird. Diese Methode erfordert ein hochwertiges, teures Pro- 
jektionsgerat. Wenn sich an einer Stelle mehr als zwei Kurveniaste tiber- 
schneiden, oder wenn die Kurveniste erst jenseits der benachbarten 





Alb. 











Abb. 1. Diagramm eines Elektrophoreseversuches. — — — Erganzung der Kurven 
durch angenaherte Extrapolation. .......Trennung der Diagrammabschnitte 
nach Tiselius und Kabat. 


Kurvenscheitelordinate die Abszisse erreichen, oder wenn eine Fraktion 
im vorliegenden Diagramm keinen eigenen Gipfel bildet, also mit Hilfe 
der beiden benachbarten Kurveniste ermittelt werden muB, diirfte 
diese Methode verhaltnismaBig umstindlich und zeitraubend sein. 

Das Verfahren von Tiselius und Kabat*, nach dem man einfach 
vom tiefsten Punkt der Senke zwischen zwei Gipfeln eine Senkrechte 
auf die Abszisse fallt und die so entstandenen Flachenstiicke planimetriert 
(Abb. 1, punktierte Linien), nimmt auf das Vorhandensein GauBscher 
Kurven keine Riicksicht und kann deshalb nur sehr angenaherte Werte 
ergeben. Fraktionen, die als getrennte Gipfel nicht erscheinen, kénnen 
nach dieser Methode nicht festgestellt werden. Fiir eine schnelle Orien- 
tierung erfordert diese Methode unter bewu8tem Verzicht auf Genauig - 
keit den geringsten Zeitaufwand. 


3 E. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 892 [1947]. 
4 A. Tiselius u. Kabat, J. exp. Med. 69, 119 [1939]. 
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Die in der Praxis bei weitem am haufigsten angewandte Methode 
diirfte diejenige sein, bei der in dem vorliegenden Diagramm, das in 
ziemlich kleinem MaBstab gezeichnet wird, die Teilkurven mehr oder 
weniger. nach Gefiihl als GauBsche Kurven extrapoliert werden, wobei 
man darauf zu achten hat, daB durch die zwei sich schneidenden Kurven- 
iste Dreiecksflichen méglichst gleichen Inhalts entstehen (Abb. 1, ge- 
strichelte Linien). Die so gewonnenen ,,Gau8schen Kurven® werden 
dann ebenfalls planimetriert. Hierbei konnen durch mehr oder weniger 
groBe Steilheit der so extrapolierten Kurven oder durch Rechts- und 
Linksverschiebung, selbst wenn die erhaltenen Dreiecke inhaltsgleich 
sind, erhebliche Fehler entstehen. Fraktionsanteile, die nicht als ge- 
trennte Gipfel erscheinen, kénnen auch bei dieser Methode praktisch 
nicht ermittelt werden. 

Bei einer Auswertung einer Reihe von eigenen Diagrammen zeigte 
es sich, daB diese und die vorhergehend beschriebene Methode gegen- 
iiber einer genauen Auswertung praktisch Fehler gleicher GréBen- 
ordnung ergeben und somit als gleichwertig zu betrachten sind. Die 
Fehler kénnen je nach dem vorliegenden Diagramm bis zu 20°%, bei 
Fraktionen, die nicht als getrennte Gipfel erscheinen, bis 100° betragen. 

Die von Esser und Mitarbeitern® angegebene Methode der Aus- 
wertung, bei der die prozentuale Verteilung durch Addition der Extink- 
tionswerte der einzelnen Fraktionen ermittelt wird, diirfte vor allem 
wegen der Unsicherheit der Abgrenzung derselben, wobei auf das Vor- 
handensein GauBscher Kurven keine Riicksicht genommen wird, mit 
den beiden zuletzt erwihnten Mehoden hinsichtlich ihrer Genauigkeit 
gleichwertig sein. 

Diese drei Verfahren ergeben gerade bei wissenschaftlichem Ar- 
beiten keine befriedigende Genauigkeit, es sei denn, die Kurventiler 
nahern sich sehr stark der Abszisse und es sind keine Fraktionen ver- 
steckt oder zu nahe aneinander liegend. 


Grundlagen fiir eine rechnerische und 
graphische Auswertung 


Im folgenden wird eine Methode beschrieben, die unter Zuhilfe- 
nahme von rechnerischen und graphischen Verfahren genaue GauBsche 
Kurven zu extrapolieren bzw. ihren Flacheninhalt im Normalfall ohne 
Aufzeichnen oder Projizieren mit verhaltnismaBig geringem Zeitauf- 
wand und ohne kostspielige Apparaturen zu ermitteln gestattet. Setzt 
man in den Gl. (1) und (2) c=1, so ist F = 1, wenn man von 
«= —oo bis x = + o, praktisch ausreichend von x = — 3 bis 
x = +3 integriert*). 


5 H. Esser u. Mitarbb., Miinch. Med. Wschr. 93, 986 [1951]. 
6 Tab. 1 zeigt die zusammengehiérigen Werte fiir x und y (Tab. entnommen aus: 
., Hiitte‘‘, des Ingenieurs Taschenbuch Band 1, 27. Aufl. S. 191). 
6* 
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Tap, 1. 

x y v y « y 
0,0 0,564.19 1,0 0,207 55 2,0 0,01033 
0,1 0,558 58 1,1 0,168 24 2,1 0,006 86 
0,2 0,54207 1,2 0,133 67 2,2 0,004.46 
0,3 0,51563 1,3 0,10410 2,3 0,002 84 
0,4 0,48077 1,4 0,079 47 2,4 0,001 78 
0,5 0,43939 1,5 0,059 46 2,5 0,00109 
0,6 0,393 62 1,6 0,04361 2,6 0,000 65 
0,7 0,345 64 Be 0,031 36 2,7 0,00038 
0,8 0,29749 1,8 0,022 10 2,8 0,000 22 
0,9 0,25098 1,9 0,015 26 2,9 0,000 13 
1,0 0,207 55 2,0 0,01033 3,0 0,00007 





Kennt man also die Abszissen- und OrdinatenmaBstibe a (mm) = 
0,1 und 6 (mm) = 0,1 einer Gaufschen Kurve oder eines Teilstiickes 
einer solchen, so ist ihr Flacheninhalt in mm?: 


l-a-b F l-a-b 
ee + goer ay * (3) 


Es miissen also aus dem gegebenen Diagramm fiir die 
einzelnen. Teilkurven diese MaBSstibe a und 0b ermittelt 
werden. Damit hat man dann sofort ohne zeichnerische 
Extrapolation und Planimetrierung die Flaicheninhalte der 
Kurven. 

Fiir die Bestimmung von Fraktionen, die nicht als getrennte Gipfel 
erscheinen, mu8 man die Kurveniste der beiden Nachbarfraktionen 
aufzeichnen und den zur gesuchten Fraktion geh6renden Flacheninhalt 
als Differenzfliche planimetrisch ermitteln. So ist auch vorzugehen, 
wenn bei dicht aneinanderliegenden Gipfeln angenommen werden muB, 
daB der zu extrapolierende Kurvenast die Mittelsenkrechte des benach- 


barten Gipfels durchschneidet. 


Praktische Durchfiihrung der Methode 

Voraussetzung fiir die erfolgreiche Anwendung der hier angefiihrten Methode 
ist, da8 der Auswertende das Multiplizieren und Dividieren mit dem Rechenschieber 
beherrscht, da sonst die Rechenarbeit zu viel Zeit in Anspruch nimmt. 

Es ist notwendig, das Diagramm so gro aufzuzeichnen, daB die héchste Spitze 
mindestens etwa 300mm hoch wird. Von samtlichen Gipfeln des Diagramms 
werden die Scheitelpunkte festgestellt, und von den Scheitelpunkten zur Abszisse die 
Mittelsenkrechten gezeichnet. Jede Kurve zerfiallt also in eine linke und eine rechte 
Teilkurve, die im allgemeinen nicht symmetrisch sind, also verschiedene Abszissen- 
maBstibe haben. Den Flacheninhalt von Albumin links und y rechts ermittelt 
man am einfachsten direkt durch Planimetrieren, zumal bei den praktisch vor- 
liegenden Diagrammen sowohl die Kurve Albumin links, als auch y rechts sehr oft 
nicht einer exakten Gau8schen Kurve folgen. 

Die OrdinatenmaBstabe fiir die einzelnen Teilkurven ergeben sich unmittelbar 
aus der Aufzeichnung, da der Scheitelpunkt der Normalkurve nach Tab. 1 stets 
gleich 0,564* ist. Fiir die Ermittlung des AbszissenmaBstabes einer Teilkurve kann 
man eines der folgenden zwei Verfahren benutzen. 


* Im folgenden sind die Ordinatenwerte der Tab. 1 auf 3 Dezimalen abge- 
rundet. 
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, Abb. 2. Diagrammausschnitt aus Abb. 1 zur Auswertung nach Verfahren 1. 
‘ Verfahren 1: Rechnerische Interpolation 
Mit Hilfe der Tab. 1 markiert man unter Beachtung des durch die Scheitelhéhe 
gegebenen OrdinatenmaBstabes die zu den Abszissen 0,1; 0,2; 0,3 usw. gehérenden 
Ordinaten 0,559; 0,542; 0,516 usw. auf der Mittelsenkrechten und zieht durch 


diese Punkte Parallelen zur Abszissenachse bis zum Schnitt mit den beiden Kurven- 
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asten, soweit jeder Kurvenast erfaBbar ist. Fiir jede dieser Ordinaten miBt man den 
Abstand von der Mittellinie in mm und dividiert entsprechend den Abszissen 0,1; 
0,2; 0,3 usw. durch 1; 2; 3 usw.; damit ergeben sich verschiedene Werte in mm fiir 
den Abszissenwert 0,1. Bei einer reinen Gau8schen Kurve miiBten diese Werte alle 
gleich sein. Solange die ermittelten Werte nicht dauernd zunehmen, kann man aus 
ihnen einen Mittelwert bilden und besitzt damit den AbszissenmaBstab a fiir die 
gesuchte GauBsche Kurve. Sobald die Werte beginnen, laufend zuzunehmen, ist 
dies ein Zeichen dafiir, daB die vorliegende Kurve von der Gau8schen Kurve ab- 
weicht und bereits eine Komponente der benachbarten GauBschen Kurve enthilt. 
Fiir die Mittelwertbildung zur Ermittlung des AbszissenmaBstabes der GauBschen 
Kurve kénnen dann die gefundenen Werte nur bis zu diesem Punkt beniitzt werden. 

Man besitzt somit aus der Scheitelhdhe den OrdinatenmaBstab 6 und den 
eben ermittelten AbszissenmaBstab a und kann mit diesen nach Gl. (3) den Flachen- 
inhalt einer Kurvenhalfte bzw. bet einer symmetrischen Kurve der ganzen Kurve 
berechnen. 

Es geniigt im Normalfall bereits der im Diagramm vorliegende 
Gipfel zur Feststellung des Flacheninhaltes, ohne daB es erforder- 
lich ware, die entsprechende GauBsche Kurve bis zur Abszisse zu 
zeichnen. 

Ist zur Ermittlung einer Fraktion, die nicht als getrennter Gipfel im Dia- 
gramm erscheint, die Aufzeichnung der benachbarten Gau8schen Kurve erforder- 
lich, so zeichnet man nach Tab. 1 weitere Parallelen zur Abszissenachse bis herunter 
auf etwa 1 mm und markiert auf diesen mit Hilfe des aus dem oberen Teil der Kurve 
gewonnenen AbszissenmaBstabes die zugehérigen Abszissen. 

Beispiel: Abb. 2 zeigt einen Ausschnitt aus dem Elektrophoresediagramm 
der Abb. 1. Aus der flachen Einsattelung zwischen Albumin und dem nachsten 
Gipfel ist zu erkennen, da8 die Fraktion «, als getrennter Gipfel nicht erscheint 
und durch Differenzbildung ermittelt werden muB. Der 2. Gipfel des Diagramms 
gehort also zur Fraktion a,. 

Ermittlung des Anteils Albumin 

Die Flache Albumin links wird ausplanimetriert. Die Scheitelhdhe ist 484 mm, 
also ist der OrdinatenmaBstab 





= 85,8 mm. 
5,64 


Die Abstande von der Abszissenachse, in denen die Parallelen zu dieser bis 
zum Schnittpunkt mit dem rechten Kurvenast zu ziehen sind, zeigt Tab. 2, Ko- 
lonne 2. 


























Tab. 2. 
1 2 3 
Ordinate Ord. mm Abszisse Absz. mm AbszissenmaBstab 

0,564 484 0 0 0 

0,559 479 0,1 5,5 5,5 
0,542 46: 0,2 9,5 4,75 
0,516 442 0,3 13,0 4,33 
0,481 412 0,4 16,5 4,13 
0,439 377 0.5 20,5 4,10 
0,394 338 0,6 24,5 4,08 
0,346 297 0,7 28,5 4,07 
0,298 256 0,8 33,0 4,12 
0,251 215 0,9 37,5 4,17 
0,208 178.5 1,0 41,5 4,15 
0,168 144 1 47,0 4,27 
0,134 115 1.2 54,5 4,53 
0,104 89 1.3 73,0 5,62 
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Fiir jede dieser Ordinaten sind in Kolonne 4 die Abstande von der Mittelsenkrechten 
in mm aufgefiihrt und in Kolonne 5 die durch Division mit ], 2, 3, 4 usw. daraus 
erhaltenen Werte fiir die Abszisse 0,1. Von diesen werden die ersten beiden aus- 
geschieden, da bei hohen Gipfeln die ersten beiden Spitzenwerte erfahrungsgemaB 
unsicher sind. Vom 12. Werte (4,53) an ist ein deutliches Zunehmen zu beobachten, 
ein Beweis dafiir, daB die vorliegende Kurve von hier an Anteile der benachbarten 
Fraktion enthalt. Der Mittelwert zur Ermittlung des AbszissenmaB8stabes ist also 
zu bilden aus den Werten 3... 11; es ergibt sich der Abszissenmaf8stab a = 4,16mm. 
Demnach ist der Flaicheninhalt fiir Albumin rechts: 

F 4,16 - 85,6 

aa ti seater =e 2 

3 2-01-01 17900 mm oder 

F_ 4,16 - 484 _ 4,16 - 484 

2 ~~ -2-0,1-0,1-5,64  ~—-0,1128 


Benutzt man bei dieser Rechnung im Nenner den festen Wert 0,1128, so erscheint 
im Zahler anstatt des OrdinatenmaBstabes die ScheitelhGhe in mm. 

Da o, als Differenzfliche ermittelt werden mu8, ist nunmehr die GauBsche 
Kurve fiir Albumin rechts bis zur Abszissenachse zu zeichnen. In Tab. 3 sind dazu 
unter 1 die Normalordinaten und unter 2 die dazugehérigen Abstinde in mm wie 
vorher, jedoch verlingert bis praktisch zur Abszissenachse, und unter 3 die dazu- 
gehorigen mit dem AbszissenmaBstab 4,16 mm sich ergebenden Abszissen in mm 
eingetragen, womit die Kurve gezeichnet werden kann. Aus den Werten der Ko- 
lonne 5 der Tab. 2 ist ersichtlich, daB es geniigt, die Kurve von Abszisse 1,0 ab zu 
zeichnen, da der obere Teil der vorliegenden Kurve sich geniigend genau der GauB- 
schen Kurve nahert. 


= 17900 mm?, 

















Tab. 3. 
1 2 3 
Ordinate Ord. mm Absz. mm 
0,208 178,5 41,6 
0,168 144 45,7 
0,134 115 49,9 
0,104 89 54,0 
0,079 68 58,1 
0,059 50,6 62,3 
0,044 37,7 66,5 
0,031 26,6 70,6 
0,022 19 74,8 
0,015 13 79,0 
0,010 8,6 83,2 
0,007 6,0 87,3 
0,005 4,3 91,4 
0,003 2,6 95,9 
0,002 1,7 99,7 





Hat man nach demselben Verfahren den Verlauf der linken Begrenzung der 
Fraktion «, errechnet und eingezeichnet, kann der der Fraktion «, entsprechende 
Flachenwert als Differenzflache ermittelt werden, die sich beim Umfahren des 
Kurvenzuges ABCDA (Abb. 2) mit dem Planimeter ergibt. 


Verfahren 2: Graphische Interpolation 

Diese Methode beruht darauf, daB die GauBsche Kurve bei Aufzeichnung in 
einem GauBschen Fehlerpapier, d. h. in einem Netz, dessen Abszisse linear und dessen 
Ordinate nach der GauBschen Fehlerkurve eingeteilt ist, als Gerade erscheint. 
Voraussetzung ist allerdings, da8 die Ordinaten des Papiers bis 0,564 bzw. 
56,4% reichen. 
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Hat man ein solches Papier nicht zur Hand, so kann man es sich leicht nach 
folgendem Schema selbst herstellen! (Abb. 3). Man zeichnet auf Millimeterpapier 
in geeignetem MaBstab die Halfte einer GauSschen Normalkurve nach Tab. 1 und 
dazu eine Gerade, als die diese Kurve in dem zu entwerfenden Netz erscheinen soll, 
zum Beispiel zweckmaBig die Tangente im Wendepunkt. Man projiziert geeignete 
Ordinatenwerte der Kurve, z. B. 0,56; 0,55; 0,54; 0,53 usw. senkrecht auf die 
Gerade und zieht durch die Schnittpunkte Parallelen zur Abszissenachse, die zu- 
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sammen mit den unverainderten Abszissen bereits das gesuchte Netz ergeben. 
Dieses Netz zeichnet man auf dariibergelegtes Pauspapier durch und kann es dann 
beliebig vervielfaltigen, oder man legt Pauspapier auf die eben hergestellte Scha- 
blone und markiert die Punkte, wie nachstehend beschrieben, auf diesem Papier; 
man erspart sich damit das Durchpausen des Netzes und die Herstellung von Licht- 
ausen. 

‘ Man bestimmt Scheitelpunkt, Mittelsenkrechte und OrdinatenmaBstab wie 
bei Verfahren 1. Zur Mittelsenkrechten werden in geeigneten Abstainden Parallelen 
bis zum Schnitt mit dem Kurvenast gezogen. Die Ordinaten der Schnittpunkte 
werden, umgerechnet mit dem Ordinatenmafstab, mit den gleichen Abszissen- 
abstanden in das Fehlerpapier eingezeichnet. Solange diese Punkte sich angenahert 
durch eine Gerade verbinden lassen, liegt eine GauBsche Kurve vor. Von dem 
Punkt an, wo die eingetragenen Markierungen von der Geraden abweichen, enthalt 
die vorliegende Kurve bereits eine Komponente der benachbarten GauBschen 
Kurve. Der Abszissenma8stab ergibt sich ohne weiteres aus der Neigung der 
Geraden. Gehért zum Beispiel zu der Ordinate 0,439, der die Abszisse 0,5 entspricht 
(s. Tab. 1), in der Aufzeichnung eine Abszissenstrecke von 2 mm, so ist der 
AbszissenmaBstab a = 2/5. Mit diesem AbszissenmaBstab und dem OrdinatenmaB- 
stab ergibt sich der Flicheninhalt wie oben bei Verfahren 1 beschrieben. Dieses 
Verfahren erméglicht sehr schnelles Arbeiten. 


1 In dem von der Firma Schleicher & Schiill, Einbeck, erhaltlichen Papier 
Nr. 299 1/2 erscheint die GauBsche Kurve nicht als Gerade. 
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betrigt 484 mm, und der OrdinatenmaBstab ist 85,6 mm wie im Beispiel 1. In Ab- 
standen von z.B. 5mm werden zur Mittellinie Parallelen gezogen bis zum Schnitt 
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mit dem Kurvenast. Die Schnittpunkte ergeben die in Tab. 4 verzeichneten Ab- 
stande von der Abszissenachse und die dazugehérigen, mit dem OrdinatenmaBstab 
umgerechneten Ordinaten. 
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Abb. 5. Rektifikation der Kurve 
Albumin rechts im GauBschen 














Tab. 4. 

1 2 1 2 
Ord. mm Ordinate Ord. mm Ordinate 
480 0,56 191 0,223 
462 0,539 154. 0,180 
427 0,498 130 0,1515 
380 0,443 113 0,132 
333 0,388 102 0,119 
285 0,332 96 0,112 

236 0,275 


Diese Ordinaten werden mit den gleichen 
Abstinden von 5mm in das GauBsche Papier 
eingetragen (Abb. 5). Durch die ersten 9 Punkte 
kann eine Gerade gelegt werden, die in 
ihrer Verlangerung nach unten den ge- 
samten Verlauf der gesuchten GauB- 
schen Kurve ergibt. Vom 10. Punkt an 
weichen die Markierungen deutlich von der 
Geraden ab, ein Beweis dafiir, daB die vor- 
liegende Kurve von da an Anteile der benach- 
barten Fraktion enthalt. Der AbszissenmaBstab 
kann an einer beliebigen Stelle ermittelt 
werden; z. B. entspricht der Normalabszisse 
1,0 die Normalordinate 0,208 (s. Tab. 1). Bei 
dieser Ordinate hat die eingezeichnete Gerade 
den Abstand 41,6 mm von der Nullinie, d. h., 
der AbszissenmaBstab ist a = 4,16 mm, also ge- 
nau der gleiche wie der nach Verfahren 1 ermit- 
telte Wert. Die Berechnung des Flacheninhalts 
erfolgt auf die gleiche Weise wie bei Ver- 
fahren 1. Um die GauBsche Kurve bis zur Ab- 
szissenachse zu zeichnen, entnimmt man in 
weiteren Abstinden von 5 mm aus der Geraden 
die zugehérigen Ordinaten und rechnet diese 
mit dem OrdinatenmafSstab in mm um, wie in 
Tab. 5 angegeben ist. 


Der Flachenwert der Fraktion «, wird in 
gleicher Weise wie bei Verfahren 1 durch plani- 
metrische Feststellung der Differenzfliche des 
Kurvenzuges ABCDA (Abb. 4) gewonnen. 




















Fehlerpapier. 
Tab. 5. 
1 2 1 

Ordinate Ord. mm Ordinate Ord. mm 
0,132 113 0,034. 29 
0,099 85 0,023 19,7 
0,069 59 0,014 12 
0,050 | 43 usw. usw. 















































ph« 
vol 
dal 
pra 
Fla 
der 
gra 
fah 
leis 
zeit 
gra 





‘Swe tt wt OH me 


ce WV = OD SFY 6 


= 2 


— ae eS. SS 











Bd. 290 (1952) 91 


Schicksal der Glucuronsaure im tierischen Organismus I 


Zusammenfassung 


Die bisher bekannten Methoden fiir die Auswertung von Elektro- 
phoresediagrammen werden kritisch betrachtet. Es wird eine Methode 
vorgeschlagen, die ein genaues und schnelles Arbeiten erméglicht, ohne 
daB in das gegebene Diagramm Gaufsche Kurven eingezeichnet oder 
projiziert werden miissen. Die die Anteile der Fraktionen ergebenden 
Flacheninhalte der GauBschen Kurven werden im Normalfall allein aus 
den im Diagramm erscheinenden Gipfeln durch rechnerische oder 
graphische Feststellung der MaBstaibe ermittelt. Das graphische Ver- 
fahren erméglicht besonders schnelles Arbeiten. Die Methode gewahr- 
leistet auch das leichte Auffinden versteckter Fraktionen durch Auf- 
zeichnung der benachbarten Kurveniaste mit Hilfe der rechnerisch oder 
graphisch ermittelten MaBstiibe. 


Uber das Schicksal der Glucuronsdure im tierischen Organismus 
I. Mitteilung: 


Die Glucuronsiure-Ausscheidung unter normalen Bedingungen und 
nach Zufuhr von Glucuronsaure-lacton * 


Von 
S. Hollmann und E. Wille 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mirz 1952) 


In den zahlreichen Arbeiten der letzten Jahrzehnte, die sich mit 
Glucuronsdure befaBten, stand die Fahigkeit des Organismus, Sub- 
stanzen verschiedenster chemischer Struktur endogenen oder exogenen 
Ursprungs mit Glucuronsiure zu koppeln, véllig im Vordergrund. Zwei 
Probleme sind dagegen bis heute noch nicht befriedigend gelést, obgleich 
neuerdings auch isotopenmarkierte Substanzen zur Klarung herange- 
zogen wurden: Der Mechanismus der Glucuronsiéure-Bildung im tie- 
rischen Organismus und das Schicksal der Glucuronsiure im Stoff- 
wechsel. Das letztere Problem hat unmittelbar praktische Bedeutung 
gewonnen, seitdem Peterman! zum erstenmal diese Siure fiir thera- 
peutische Zwecke heranzog und iiber ihre giinstige Wirkung bei rheuma- 
tischen Erkrankungen berichtete. 


* Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
1 EF. A. Peterman, Lancet 67, 451 [1947]. 





92 8S. Hollmann und E. Wille, Bd. 290 (1952) 


Nach alteren Bilanzversuchen von Biberfeld*? und Hiirthle* wird Glucuron- 
siure vom Hund und Kaninchen nur sehr schwer angegriffen, intravenés oder 
subcutan zugefiihrte Glucuronsaure erschier in ihren Versuchen zum groBen Teil 
unangegriffen im Harn wieder. Diese Ergebnisse wurden durch den Befund Biber- 
felds*? erhartet, da8 Glucuronsdéure durch Kaninchen-Leberbrei nicht abgebaut 
wird, und durch die Ergebnisse von Peruzzi‘, nach denen Zusatz von Glucuron- 
saure zu Leber-, Milz-, Zwerchfell- und Nierenschnitten der weiBen Ratte den 
Sauerstoffverbrauch dieser Gewebe nicht steigert, sondern sogar senkt. 

Neuere Arbeiten machen wahrscheinlich, da8 die Glucuronsaure in beschraink- 
tem Umfang auf verschiedenen Wegen vom Siaugetierorganismus angegriffen 
werden kann. Nach Enklewitz und Lasker® werden bei Pentosurie mindestens 
19—33% zugefiihrter Glucuronsaure zu Ketoxylose decarboxyliert, nach Flaschen- 
trager und Mitarbb.® etwa 20% zugefiihrter Glucuronsiure vom normalen Men- 
schen durch Ringschlu8 und anschlieBende w-Oxydation in Furan-dicarbonsaure- 
(2.5) umgesetzt. Da beide Substanzen, Ketoxylose und Furandicarbonsaure, Be- 
standteile des normalen Harnes darstellen, — Furandicarbonsiure wurde zuerst 
von Flaschentrager und Bernhard’ als normaler Harnbestandteil erkannt —- 
muB man vielleicht mit beiden Abbauméglichkeiten rechnen. Von tieferen Abbau- 
stufen der Glucuronséure glaubt Mayer® Oxalsiure im Harn und in der Leber 
nachgewiesen zu haben. 

Die Versuche, iiber die im folgenden berichtet wird, sind Bilanzver- 
suche am Menschen, die angestellt wurden, um AufschluB iiber die 
GréBe des Glucuronsiure-Umsatzes im menschlichen Organismus zu 
gewinnen. Versuche iiber die Beteiligung der einzelnen Organe am Um- 
satz der Glucuronsiure werden in spiteren Mitteilungen dargelegt 
werden. 


Methodik 
Die Bestimmung der Glucuronsiure erfolgte mit geringfiigigen Modifikationen 
mittels der Naphthoresorcinmethode nach Mozolowski®. Abgelesen wurde im 
Pulfrich-Photometer mit Filter S,,. Wegen der starken Abhangigkeit der Extinktion 
vom Alter der Naphthoresorcinlésung, der Salzsiurekonzentration und der Tempe- 
ratur des Wasserbades wurde in jeder Analysenserie zur Festlegung der Eichkurve 
ein Eichwert enthaltend 10 y Glucuronsaure als Lacton* in 1 cem mitbestimmt. 


Auf die vielfach erérterte Frage der Spezifitat dieser Methode soll hier nicht 
eingegangen werden; nur sei vermerkt, daB Stérungen weder bei der Bestimmung 
im Harn, noch im Blut, Kot oder in der Galle jemals auftraten, wenn die zu analy- 
sierende Glucuronsiuremenge 20 y/ccm nicht iiberschritt und wenn der Harn 
hinreichend verdiinnt war (50-100-fach). Auf die Notwendigkeit einer geniigenden 
Harnverdiinnung hat schon Mozolowski® ausdriicklich hingewiesen. Nach 
Méglichkeit wurden die Versuchslésungen so verdiinnt, daB ihr Glucuronsaure- 
gehalt bei der Analyse zwischen 4 und 16 y/ccm lag. Bei Einhaltung dieser Be- 


2 J. Biberfeld, Biochem. Z. 65, 479 [1914]. 

3 R. Hirthle, Biochem. Z. 181, 105 [1927]. 

4 P. Peruzzi, Boll. Soc. ital. Biol. sper. 15, 904 [1940]. 

5 M. Enklewitz u. M. Lasker, J. biol. Chemistry 110, 443 [1935]. 

6 B. Flaschentrager, B.Cagianut u. F. Meier, Helvet. chim. Acta 28, 
1489 [1945]. 

7 B. Flaschentrager u. K. Bernhard, diese Z. 246, 124 [1937]. 

8 P. Mayer, Z. klin. Med. 47, 68 [1902]. 

® W. Mozolowski, Biochem. J. $4, 823 [1940]. 

* Das Glucuronsdure-lacton wurde uns von den Deutschen Maizena- 
Werken, Hamburg, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens 
danken méchten. 
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dingungen betrug die Streuung der Doppelbestimmungen selten mehr als 3%, 
meistens weniger als 1%. Zu Harn, Serum oder Oxalatblut (bei den zwei letzteren 
nach der EiweiBfallung) zugesetzte Glucuronsaéure wurde in einer mittleren Aus- 
beute von 95,7 + 4,8% wiedergefunden. 

Serum und Oxalatblut wurden enteiweiBt mit Na-Wolframat/Schwefelsaure, 
Kot mit Salzsiure/Sublimat nach Schenck und Galle mit Uranylacetat bei essig- 
saurer Reaktion. Bei diesem Vorgehen wurden auch die Gallenfarbstoffe fast 
quantitativ an den EiweiBniederschlag adsorbiert. 

Alle im folgenden fiir Glucuronséure angegebenen Werte sind 2ls Lacton 
berechnet. Zur Umrechnung in die freie Saiure sind die Werte mit 1,102 zu multipli- 
zieren. 


Versuchergebnisse 
Die normale Glucuronséure-Ausscheidung im Harn 


In der Literatur1°-14 werden auBerordentlich stark schwankende 
Werte — zwischen 164 und 1050 mg pro Tag — als mittlere normale 
Glucuronsiéure-Ausscheidung des Menschen im Harn angegeben. Daher 
wurden von uns zunichst eingehende Untersuchungen iiber die normale 
Glucuronsaure-Ausscheidung angestellt. Da alle spiteren Belastungs- 
versuche mit Glucuronsiure am Menschen an dem einen von uns (S.H.) 
durchgefiihrt wurden, erschien es uns wichtiger, bei dieser einen Ver- 
suchsperson die normalen Grenzen der Ausscheidung genau abzustecken 
und die Abhangigkeit der AusscheidungsgréBe von duBeren Faktoren 
zu ermitteln, als unsere Untersuchungen auf einen gréBeren Personen- 
kreis auszudehnen. Die hier mitgeteilten Werte erheben daher keinen 
Anspruch auf Allgemeingiiltigkeit fiir den Menschen iiberhaupt. 

In 53 Bestimmungen wurde eine mittlere Ausscheidung von 
475 +. 49 mg Glucuronséure im Harn pro Tag gefunden; die Nahrung 
bestand an den Versuchstagen aus gemischter Kost. 75% aller Werte 
lagen in den Grenzen zwischen 426 und 524 mg, die Extremwerte be- 
trugen 398 bzw. 612 mg. In 16 Bestimmungen, die zum Vergleich bei 
zwei anderen Versuchspersonen durchgefiihrt wurden, wurde ein Mittel- 
wert von 470 + 58 mg Glucuronsiure pro Tag gefunden. Die von uns 
ermittelten Werte stimmen mit den von Tollens!® und Wagreich 
und Mitarbb.1* gefundenen bestens iiberein. Auffallig ist die verhaltnis- 
maBige Konstanz der Glucuronséure-Ausscheidung im Harn, auf die 
schon Tollens!® hingewiesen hat. 


10 ©, Tollens, diese Z. 61, 95 [1909]. 

11 ©. Tollens u. F. Stern, diese Z. 64, 39 [1910]. 

12 G. B. Maughan, K.A.Evelyn u. J.S.L. Browne, J. biol. Chemistry 
126, 567 [1938]. 

13 W. B. Deichmann u. G. Thomas, J. Ind. Hyg. Toxicol. 25, 286 [1943]; 
W. B. Deichmann, J. Lab. clin. Med. 28, 770 [1943]; W. B. Deichmann u. 
S. Witherup, Arch. Biochem. 7, 401 [1945]. 

14 §. W. F. Hanson, G.T. Mills u. R. T. Williams, Biochem. J. 88, 274 
[1944]. 

1 H. Wagreich, H. Kamin u. B. Harrow, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 
468 [1940]. 














S. Hollmann und E. Wille, Bd. 290 (1952) 





94 


Da die Harnmenge ohne Einflu8 auf die Glucuronsaure-Ausschei- 
dung ist, wie wir durch Variation der Fliissigkeitsausscheidung im Harn 
zwischen 560 und 1640 ccm pro Tag zeigen konnten, lag es nahe, die 
normalen Schwankungen auf Anderungen der Nahrungszusammen- 
setzung zuriickzufiihren. Daher wurde die Glucuronséure-Ausscheidung 
bestimmt bei Ernahrung mit gemischter Kost, im Hungerzustand, bei 
Ernéhrung mit praktisch reiner Kohlenhydrat-Fettkost und bei einer 
Kost, die fast véllig aus schlecht ausnutzbarem EiweiB bestand. Es 
zeigte sich, daB solche kurzfristigen Umstellungen der Ernaihrung 
ohne jeden EinfluB auf die Glucuronséure-Ausscheidung im Harn sind. 
An allen Tagen schwankte die Ausscheidung innerhalb der normalen 
Grenzen von 426 bis 524 mg. Auch Tollens und Stern" konnten nur ge- 
ringe Schwankungen in Abhangigkeit von der Nahrungszusammensetzung 
feststellen, und erst nach linger fortgesetzter gleichbleibender Er- 
nihrung fand Tollens?® bei Fleisch-Fettdiat einé deutlich héhere Glu- 
curonsaure-Ausscheidung mit einem Mittelwert von 548mg als bei 
Milch-Brotkost mit einem Mittelwert von 479mg. Obgleich die von 
Deichmann und Witherup'® angegebenen Absolutwerte der Aus- 
scheidung wesentlich niedriger liegen als die von uns und Tollens!? 
gefundenen, konnten auch sie bei linger dauernder einseitiger Diit 
beim Menschen eine Steigerung durch eiweiBreiche Kost und bei der 
Ratte eine Senkung durch kohlenhydratreiche Kost nachweisen. 

Trotzdem muB man anscheinend auch unter gewissen Ernahrungs- 
bedingungen mit plétzlichen Anderungen der Glucuronsaure-Ausschei- 
dung rechnen. Denn die einzigen Tage, an denen in unseren Versuchen 
die Glucuronsaure-Ausscheidung mit 552, 600 und 612mg deutlich 
oberhalb der oberen Grenze der mittleren Normalausscheidung von 
524 mg lag, fallen mit Festtagen zusammen, an denen die Nahrung be- 
sonders fett- und eiweiBreich ist. Vor allem diirfte der hohe Fettgehalt 
die Ursache dafiir sein, daB infolge unvollstindiger EiweiBresorption 
und vermehrter Bildung von Fiulnissubstanzen im Darm die Glucuron- 
siure-Ausscheidung im Harn diese Steigerung erfahrt. 

Oft ist gezeigt worden, daB man die Glucuronsiure-Ausscheidung 
im Harn durch Zufuhr von Substanzen steigern kann, die im Organismus 
mit Glucuronsiure gekoppelt werden. Ob unter diesen Bedingungen 
tatsichlich die Glucuronséure-Bildung im Organismus gesteigert wird, 
oder ob durch die Bindung nur der Abbau der Glucuronsiéure vermindert 
wird bei unveraindertem Syntheseausma’, liBt sich nicht entscheiden. 
Auf jeden Fall kann man durch die Zufuhr von Substanzen, die als 
Glucuronide ausgeschieden werden, beim gesunden Menschen Anhalts- 
punkte tiber die obere Grenze der Glucuronsiure-Bildung gewinnen. 
Ein Versuch, der zu diesem Zweck angestellt wurde, ist in Abb. 1 wieder- 
gegeben. In ihm lieB sich die Glucuronsiéure-Ausscheidung im Harn 
pro Tag durch tigliche Zufuhr von Na-Salicylat in steigenden Dosen 


16 C. Tollens, diese Z. 67, 138 [1910]. 
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von einem Ausgangswert von 425 mg auf 1624 mg nach 6 g Na-Salicylat, 
also auf fast das 4-fache, steigern. Hiermit ist sicher noch nicht die 
obere Grenze der Glucuronsiaure-Bildung erfaBt. Aber wegen zu groBer 
subjektiver Beschwerden muBte der Versuch abgebrochen werden. In 
diesem Versuch wurde keine Fraktionierung der Gesamt-Glucuronsiure 
in freie und gekoppelte unternommen. Dennoch diirfte es berechtigt 
sein, aus der Glucuronsiure-Mehrausscheidung nach Salicylatzufuhr 
nach Abzug der mittleren Normalausscheidung von 475 mg die Salicylat- 
menge zu berechnen, die mit Glucuronsdure gekoppelt worden ist. Es 
ergibt sich dann eine auffallig konstante, von der Salicylatdosis unab- 
hangige Koppelungsrate von 19,0 + 1,4°%. Das entspricht einer durch- 
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Abb. 1. Glucuronsiure-Ausscheidung im Harn 
bei Zufuhr von Na-Salicylat per os in steigen- 
den Dosen. Ordinate: Glucuronsiureim Harn 1 
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schnittlichen Mehrausscheidung von 205mg Glucuronsiure pro g Na- 
Salicylat. Tollens und Stern" fanden einen wesentlich héheren Wert 
von 466 mg Glucuronsiure pro g Na-Salicylat. 

Ein analoger Versuch wurde mit Acetylsalicylsiure durchgefihrt, 
der ebenfalls nach Zufuhr von 6 g per os pro die abgebrochen werden 
muBte. Das Ergebnis dieses Versuches entsprach voéllig dem des Saly- 
cylat-Versuches. Die Tagesausscheidung an Glucuronsiure im Harn 
stieg von 410 mg normal auf 1606 mg nach Zufuhr von 6 g Acetylsalicyl- 
siure. Nach Abzug der Normalausscheidung lieB sich auch in diesem Ver- 
such eine konstante Koppelung der zugefiihrten Acetylsalicylsiure von 
durchschnittlich 18,9 + 0,84% berechnen, entsprechend einer Glucuron- 
siure-Mehrausscheidung von 187 mg pro g Acetylsalicylsaure. 


Der normale Glucuronsaéure-Gehalt im Blut 


Im Serum wurde in 15 Bestimmungen ein mittlerer Glucuronsaure- 
Gehalt von 2,21 mg°, gefunden mit maximalen Schwankungen zwischen 
1,50 und 2,81 mg%. Eine Abhingigkeit des Glucuronsaure-Gehaltes 
im Serum von der Nahrungsaufnahme lie& sich nicht feststellen. Mor- 
gens niichtern wurde ein Mittelwert von 2,31 mg gefunden und 1 bis 
4 Stdn. nach einer Mahlzeit ein Mittelwert von 2,19 mg%. Im Verlauf 
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eines Tages schwankte der Gehalt im Serum unabhangig von der Nah- 
rungsaufnahme innerhalb der angegebenen Grenzen, auch im Hunger- 
zustand. In 6 Bestimmungen, die vergleichsweise bei einer anderen 
Versuchsperson durchgefiihrt wurden, wurde niichtern ein Mittelwert 
von 2,21 mg% festgestellt. Deichmann und Dierker! fanden im 
Serum oder Plasma von Mensch, Kaninchen und Ratte Werte zwischen 
0,4 bis 2,5 mg%. 

Der mittlere Gehalt des haemolysierten Oxalatblutes an Glucuron- 
siure betrug in unseren Versuchen 4,49 mg. Ratish und Bullowa!® 
fanden einen Mittelwert von 7,5 mg°, mit individuellen Schwankungen 
zwischen 5 und 9 mg%, und W. H. Fishman und Mitarbb.!® mit einer 
teilweise abgeinderten Methodik Werte zwischen 3 und 8mg% und 
einen Mittelwert von 6 mg%. 

Bei einem mittleren Glucuronsaure-Gehalt im Serum von 2,21mg%, 
im Oxalatblut von 4,49 mg% in unseren Versucheri und einem mittleren 
Haematokritwert von 45,5 ergibt sich, daB nur 27° der Glucuronsiure 
des Blutes im Plasma bzw. Serum vorliegen und der Hauptteil mit etwa 
73% in den Formelementen lokalisiert ist. Aus diesen Daten 1éBt sich 
fiir die Formelemente des Blutes ein mittlerer Glucuronsiure-Gehalt von 
7,2 mg% berechnen. 


Glucuronsaéure-Ausscheidung im Harn nach 
Zufuhr von Lacton per os 


Nach Zufuhr von 10g Glucuronsiure-lacton per os betrug die 
Ausscheidung im Harn in den folgenden 24 Stdn. in 12 Versuchen im 
Mittel 1702 mg Glucuronsiure, d.h. durchschnittlich 12,394 der zu- 
gefiihrten 10g Glucuronséure mit Schwankungen zwischen 9,7 und 
16,5°% wurden im Harn wieder ausgeschieden. Eine andere Versuchs- 
person schied von 10g im Durchschnitt 14,49, im Harn aus. 

Den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung und das Verhalten der 
Glucuronsiure im Serum nach oraler Zufuhr von 10g Lacton zeigt 
Abb. 2. Von den 10g wurden in diesem Versuch insgesamt 1,05 g im 
Harn ausgeschieden. Dieser Versuch zeigt, daB die Resorption der Glu- 
curonsaure sehr rasch erfolgt und da8 der Gipfel im Serum mit 5,8 mg% 
bereits 1 Stde. nach oraler Zufuhr erreicht ist. Ein groBer Teil der Glucu- 
ronsdure wird aber auch noch spiter resorbiert. Denn obgleich die 
groBte Ausscheidung im Harn pro Stunde in der zweiten Stunde erfolgt, 
bleibt der Gehalt im Serum in dieser Zeit praktisch unverindert. Von der 
dritten Stunde ab sinkt der Gehalt im Serum bestindig, und parallel 
damit wird die Ausscheidung im Harn pro Stunde immer kleiner. 
9 Stdn. nach der Zufuhr ist die Ausscheidung beendet und der Glucuron- 
saure-Gehalt im Serum wieder normal. W. H. Fishman und Mitarbb.?® 


1? W.B.Deichmann u. M. Dierker, J. biol. Chemistry 168, 753 [1946]. 

18 H.D. Ratish u. J.G.M. Bullowa, Arch. Biochem. 2, 381 [1943]. 

19 W.H. Fishman, M.Smith, D.B. Thompson, C.D. Bonner, S.C. 
Kasdon u. F.Homburger, J. clin. Invest. 30, 685 [1951]. 
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fanden nach oraler Zufuhr von 5g Lacton den Blutgipfel nach 30 bis 
60 Min. und einen Abfall auf Normalwerte nach 6 Stunden. 

In den spiiteren Bilanzversuchen wurden nur 3g Lacton per os 
verabfolgt. Von 3g Lacton wurden in 9 Versuchen im Durchschnitt 
9,25 + 3,9% im Harn ausgeschieden gegeniiber 12,39, nach 10 g Lacton. 
Diese Abhingigkeit der prozentualen Ausscheidung von der Glucuron- 
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Abb. 2. Verhalten der Glucuronsiure im Serum (I) und Verlauf der Glucuronsaure- 

Ausscheidung im Harn (II) nach Zufuhr von 10 g Glucuronsaure-lacton per os. 

Ordinate zu I: Glucuronsiure im Serum in mg%, zu II: Glucuronsaure-Ausschei- 

dung im Harn in % der insgesamt ausgeschiedenen Menge von 1,05 g. Abszisse: 
Zeit nach der Zufuhr in Stunden. 


sduredosis lieB sich auch in einem anderen Versuch nachweisen, in dem 
steigende Lactonmengen von 1—9 g per os gegeben wurden und in dem 
die prozentuale Ausscheidung kontinuierlich von 6,3°4 nach 1g auf 
14,7 °/, nach 9 g Lacton anstieg. 

Aus diesen Befunden 1a8t sich wohl schon der SchluB ableiten, daB 
der menschliche Organismus nur eine begrenzte Fahigkeit hat, Glucuron- 
siure umzusetzen, so daB bei Verabfolgung steigender Glucuronsiure- 
dosen immer gréBere Mengen unverandert im: Harn ausgeschieden 
werden. 

Natiirlich ist es nicht ohne weiteres statthaft, die Differenz zwischen 
zugefiihrter und im Harn ausgeschiedener Menge als MaB des Umsatzes 
anzusehen. Vielmehr muB zunachst bewiesen werden, daB die Glucuron- 
siure quantitativ aus dem Darm resorbiert wird und da auBer der 
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Niere keine anderen Exkretionsorgane an der Ausscheidung teilnehmen. 
Als solches kime die Leber in Frage; denn schon van Leersum?® 
hat die Anwesenheit von gepaarter Glucuronsiure in normaler Rinder - 
galle wahrscheinlich gemacht, und Bia!l*! konnte nach Injektion von 
Menthol aus Hundegalle nach Hydrolyse Glucuronséure als Brom- 
phenylhydrazin-Verbindung isolieren. In zwei Versuchen wurde daher 
von uns die Glucuronsdure-Ausscheidung in der Galle vor und nach 
oraler Zufuhr von Lacton untersucht. 


Glucuronsaure-Ausscheidung in der Galle 

Bei zwei Hunden von 20 kg Gewicht wurde in Athernarkose auf Morphin- 
basis eine Fistel des ductus choledochus angelegt. Zum Auffangen der Galle wurde 
der Gummischlauch mit einer Gummiblase verbunden, die am Bauch der Tiere in 
einer Kammer eines Gipsverbandes aufbewahrt und so vor Beschadigung geschiitzt 
wurde. Nachdem sich die Tiere véllig von den Operationsfolgen erholt hatten, 
wurde vom 4. Tage ab nach der Operation die 24-Stdn.-Galle quantitativ gesam- 
melt. Wahrend des ganzen Versuches erhielten beide Tiere tgl. 50—80 ccm ihrer 
eigenen normalen Galle aus der Vorbeobachtungsperiode mit der gleichen Menge 
Milch gemischt durch Magenschlauch. 

Die wahrend der Vorbeobachtung ermittelten Normalwerte fiir 
den Prozentgehalt der Galle an Glucuronsiéure und fiir die Tagesaus- 
scheidung an Glucuronsaéure in der Galle der beiden Hunde sind im fol- 


genden kurz zusammengefaBt. 


Glucuronsaure-Gehalt der normalen Hundegalle 


Hund I Hund II 
Gallenmenge pro Tag in ccm. ....... 168—170 142—235 
Glucuronsaéure in der Galle in mg% .... 4,77—4,79 10,8—12,0 


Glucuronsaure-Ausscheidung in der Galle in mg 
pro Tag im Mittel ............ 8,1 21,8 


Nach Zufuhr von 3g Glucuronsiure-lacton per os schied Hund I 
in den folgenden 24 Stdn. in der Galle 91,6 mg, Hund II 37,9 mg Glucu- 
ronsiure aus. Nach Abzug der mittleren Normalausscheidung verblieb 
also eine Mehrausscheidung von 83,5 bzw. 16,1 mg Glucuronsaéure oder 
2,8 bzw. 0,54% von 3g. 

Die beiden Versuche zeigen, daB per os zugefiihrte Glucuronséure 
zwar in sehr kleinem Umfang mit der Galle ausgeschieden wird, dab 
die auf diese Weise entstehenden geringen Verluste bei der Aufstellung 
von Bilanzen aber unberiicksichtigt bleiben kénnen. 


Glucuronséure-Ausscheidung im Harn nach intraven6éser 
Injektion von Glucuronsiaure-lacton 
Um Anhaltspunkte dariiber zu gewinnen, ob gréBere Verluste per 
os gegebener Glucuronséure durch eine unvollstindige Resorption zu- 
stande kommen, wurde in weiteren Versuchen am Menschen die Glucu- 


20 E.C. van Leersum, Beitr. chem. Physiol. Pathol. 8, 522 [1903]. 
21 M. Bial, diese Z. 45, 258 [1905]. 
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ronséure-Ausscheidung im Harn nach intraven6éser Zufuhr von Lacton 
untersucht. Wahrend von 3 g per os gegebenem Lacton durchschnittlich 
9,25°% im Harn ausgeschieden wurden, wurden von 3 g intravends in- 
jiziertem Lacton im Durchschnitt 58,7 + 2,5% in den folgenden 24 Stdn. 
im Harn wiedergefunden. Dieses Ergebnis stimmt weitgehend mit den 
Befunden Biberfelds? iiberein, der bei Hund und Kaninchen im Harn 
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Abb. 3. Verhalten der Glucuronsaure im Serum (I) und Verlauf der Glucuronsaure- 

Ausscheidung im Harn (II) nach intravenéser Injektion von 3 g Glucuronsaure- 

lacton. Ordinate zu I: Glucuronséure im Serum in mg%, zu IL: Glucuronsaure- 

Ausscheidung im Harn in % der gesamt ausgeschiedenen Menge von 1,66 g. 
Abszisse: Zeit nach der Injektion in Stunden. 


eine Ausscheidung von mindestens 70—80°% der intravenés oder sub- 
cutan injizierten Glucuronséure fand und der daraus auf ihre schlechte 
Angreifbarkeit im Organismus schloB. 

Uber den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung nach intravenéser 
Injektion unterrichtet Abb. 3. Von den 3 g intravendés injizierter Glu- | 
curonsdéure wurden in diesem Versuch 1,66 g = 55,2, im Harn ausge- 
schieden. Es ist iiberraschend, daB selbst 8 Stdn. nach der Injektion 
die Ausscheidung noch nicht ganz beendet ist, obgleich etwa 80% der 
insgesamt ausgeschiedenen Menge bereits in den ersten 4 Stdn. ausge- 
schieden wurden. Das Verhalten der Glucuronsiure im Blut gibt einen 
Hinweis auf die wahrscheinliche Ursache dieser verz6gerten Ausschei- 
dung nach intravendser Injektion. 
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8 Min. nach einer Injektion von 3g Lacton war der Glucuron- 
siure-Gehalt im Serum im Mittel von 2,0 auf 19,5 mg% angestiegen. 
Unter der Annahme einer gleichmaBigen Verteilung im Blut wiirde dieser 
Anstieg bei einer Gesamtblutmenge von 5,61 im Héchstfalle 33% der 
eingebrachten Glucuronséuremenge entsprechen. */, der injizierten Menge 
entziehen sich wenige Minuten nach einer Injektion dem Nachweis im 
Serum. Da im normalen Blut der Hauptteil der Glucuronséure in den 
Blutzellen lokalisiert ist, lag die Annahme nahe, da8B auch injizierte 
Glucuronsaéure rasch in die Blutzellen iibertritt und dadurch dem Se- 
rum entzogen wird. Dies trifft aber nicht zu. Denn nach einer Injektion 
von 3g stieg der Glucuronséure-Gehalt im Gesamtblut innerhalb von 
8 Min. nur von 4,85 auf 12,05 mg% an, d. h. in Wirklichkeit sind 8 Min. 
nach der Injektion nur noch 13,4°% der injizierten Glucuronsiure im 
Blut nachweisbar. Ein Glucuronsiureverlust bei der Analyse durch 
Bindung an die Plasmaproteine oder durch Adsorption an den EiweiB- 
niederschlag bei der EnteiweiBung scheidet als Ursache aus, da Glucuron- 
siure, zu Serum oder Oxalatblut zugesetzt, mit befriedigender Ausbeute 
von durchschnittlich 98,39, wiedergefunden wird. 

Auch ein Abbau der Glucuronsiure im Blut scheidet als Ursache 
aus, wie aus einem Versuch hervorgeht, in dem frisches Serum und de- 
fibriniertes Blut mit m/400-K-Glucuronat in Phosphatpuffer py 7,0 in O, 
und im Vakuum exponiert wurden, und in dem die zugesetzte Glucuron- 
sdure nach einer Exposition von 2 Stdn. bei 40° in jedem Fall quantitativ 
wiedergefunden wurde. 

Die bisherigen Beobachtungen lassen darauf schlieBen, daB in die 
Blutbahn eingebrachte Glucuronsiure sehr rasch die Blutbahn verlaBt 
und in Gewebe oder Gewebsfliissigkeit abstromt, wo sie voriibergehend 
festgehalten wird. Aus diesen Depots tritt sie langsam wieder in die 
Blutbahn iiber, um dann im Harn ausgeschieden zu werden. Diese An- 
nahme erklirt am besten den langsamen Ausscheidungsverlauf nach 
intravenéser Injektion und auch die Tatsache, da8 die im Harn ausge- 
schiedene Menge um ein Vielfaches gréBer ist als dem Anstieg des Glucu- 
ronsduregehaltes im Blut kurz nach einer Injektion entspricht. Versuche, 
den Ort dieser voriibergehenden Speicherung festzustellen, sind im Gange. 

Die groBen Unterschiede in der Glucuronséure-Ausscheidung im 
Harn nach oraler und intravenéser Zufuhr kénnen verschiedene Ur- 
sachen haben. Am nichsten liegt die Annahme, da8 das plétzliche groBe 
Glucuronsaure-Angebot bei einer intravenésen Injektion die Fahigkeit 
der Gewebe, Glucuronsiure zu verwerten, iibersteigt und daB deswegen 
nach einer intravenésen Injektion ein gréBerer Anteil unveraindert ausge- 
schieden wird als nach oraler Gabe, bei der die Glucuronséure-Verwertung 
in den Geweben mit der Resorption Schritt halten kann. DaB diese Még- 
lichkeit nicht zutrifft, daB vielmehr die Unterschiede in der Ausschei- 
dung allein auf die Verschiedenheit der Applikations- Art zuriickgefiihrt 
werden miissen, zeigt ein Versuch, in dem die Glucuronséure-Ausschei- 
dung im Harn nach oraler Gabe verglichen wurde mit der Ausscheidung 
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nach intravenéser Injektion und nach intravenéser Tropfinfusion. Die 
Glucuronsaure-Dosis betrug in jedem Fall 3,0 g. Bei der intravendsen 
Tropfinfusion wurden 3,0 g Lacton in 310 ccm physiologischer Koch- 
salzlésung innerhalb von 112 Min. in die vena cubiti infundiert. 


Glucuronsaure-Ausscheidung im Harn nach verschiedenartiger 
Glucuronsaure-Zufuhr 

















3,0 g Glucuronsaure per os — in 112 Min. 
— infundiert 
Glucuronsaéure-Ausscheidung im 
MAGE IR De sa a Fs. oss 0,34 1,83 2,02 
Ausscheidung in % von 3,0 g 11,4 61,1 67,3 











Das Ergebnis dieses Versuches zeigt, daB die Glucuronsiure-Aus- 
scheidung im Harn unabhingig ist von der Geschwindigkeit, mit der 
die Glucuronséure in das Venensystem gelangt. Demnach bleiben als 
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Abb. 4. Glucuronséure-Ausscheidung im Kot vor 


fs dl 40|— — 

und nach oraler Zufuhr von je 3 g Glucuronsaure- aan 
lacton per os (|). Ordinate: Glucuronsaure . | | ] 
im Kot (mg/Tag). Bs | | 

10} 
%2__ 13. % 7 8 9 20 


Ursache der groBen Differenz der Ausscheidungen nach oraler und in- 
travenéser Zufuhr nur noch zwei Deutungen iibrig: entweder ist die 
Resorption der Glucuronsiéure aus dem Darm unvollkommen, so daB sie 
im Kot wiedererscheint bzw. in den tieferen Darmabschnitten durch 
Bakterien zerstért wird, oder die aus dem Darm weitgehend resorbierte 
Glucuronsaure wird zum grofen Teil von der Leber abgefangen und dort 
sofort umgesetzt. 

Die erste der beiden Moglichkeiten ist experimentell gepriift worden. 
Orale Zufuhr von Glucuronsaure fiihrte, wie Abb. 4 zeigt, nicht zu einer 
Steigerung der Glucuronséure-Ausscheidung im Kot. Jedoch kénnte 
Glucuronséure, die im Dinndarm der Resorption entgangen ist, im 
Dickdarm bakteriell abgebaut werden. 

















Abbau der Glucuronséure durch Bacterium coli 


Die Fahigkeit mancher Bakterien, Glucuronséure abzubauen, ist schon oft 
bewiesen worden. Als Erster hat Thierfelder?? einen Abbau der Glucuronsiure 
unter Bildung gasformiger Produkte, CO,, H,, Methan, durch ein nicht definiertes 
Bakteriengemisch im Kloakenschlamm zeigen kénnen. Quick und Kahn®* be- 
wiesen eine Verwertung der Glucuronsaure als Energiequelle fiir eine Reihe von 


22 H. Thierfelder, diese Z. 18, 275 [1889]. 
23 A.J. Quick u. M.C. Kahn, J. Bacteriol. 18, 133 [1929]. 
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Bakterien, unter anderem fiir Bact. coli, Typhus-, Dysenteriebacillen, Bac. putrifi- 
cus, durch den Nachweis einer Saurebildung in ihren Kulturen bei Bebriitung mit 
Glucuronsaure. J'orula utilis kann dagegen nach Lechner* Glucuronsaure nicht 
verwerten. 

Genaueres tiber den Mechanismus dieses bakteriellen Abbaues ist noch nicht 
bekannt. Als Abbauprodukt durch Aspergillus niger konnte Hofmann® zwar 
Oxalsiure fassen, und Salkowski und Neuberg”® isolierten nach Einwirkung 
von faulendem Fleisch auf Glucuronsaéure Xylose als Phenylosazon. Eine einfache 
Decarboxylierung als einleitende Reaktion erscheint aber nach den Adaptations- 
versuchen von Cohen?’ an Kulturen von Bact. coli als unwahrscheinlich. Cohen 
nimmt vielmehr an, da8 die Uronséuren zunichst phosphoryliert und dann zu 
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Pentosephosphaten decarboxyliert werden. Eine solche Phosphorylierung von 
Glucuronsaure ist zwar bis jetzt noch nicht bewiesen, erscheint aber auch aus an- 
deren Griinden als sehr wahrscheinlich. Denn alle in letzter Zeit bekannt geworde- 
nen Abbauvorginge an Pentosen haben deren Phosphorylierung zur Voraussetzung. 
Ferner schlieBt Storey?® aus seinen Hemmversuchen mit Azid und 2.4-Dinitro- 
phenol, da8 auch bei der Glucuronid-Synthese Glucuronsaure zunachst unter Ver- 
wendung von energiereichen Phosphatbindungen phosphoryliert wird und Glucuron- 
siure-l-phosphat dann unter Vermittlung einer Phosphorylase mit dem Aglykon 
gekoppelt wird. 

In der Hoffnung, aus dem Sauerstoffverbrauch beim bakteriellen 
Glucuronséure-Abbau einen Hinweis auf den Abbauweg zu gewinnen, 
wurden von uns einige diesbeziigliche Versuche mit Bacterium coli an- 


gestellt. 

Aus 20-Stdn.-Kulturen von Bact. coli in Bouillon (Stamm ,,Coli 
Heim“, Hygienisches Institut der Universitat Gottingen*) wurden die 
Bakterien abzentrifugiert, dreimal mit Phosphatpuffer gewaschen, in 
Phosphatpuffer suspendiert und in m/15-Phosphatpuffer pa 7,0 mit 
m/200-K-Glucuronat bei 38° exponiert. Wie Abb. 5 zeigt, ist die zu- 


24 R. Lechner, Biochem. Z. 806, 218 [1940/. 
25 EK. Hofmann, Biochem. Z. 248, 423 [1931]. 
26 KE. Salkowski u. C. Neuberg, diese Z. 86, 261 [1902]. 
27 §. 8. Cohen, J. biol. Chemistry 177, 607 [1949]. 
§ I. D. E. Storey, Biochem. J. 47, 212 [1950]. 
* Fiir Uberlassung der Kulturen sind wir Herrn Privatdozenten Dr. Jensen 
sehr dankbar. 
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gesetzte Glucuronséure nach 8 Stdn., also einer Zeit, die etwa der mitt- 
leren Verweildauer des Darminhaltes im Dickdarm entspricht, praktisch 
vollkommen abgebaut. Wahrend der ersten 2 Stdn. ist die Geschwindig- 
keit, mit der die Glucuronséure durch diese nicht an Glucuronsaure 
adaptierten Bakterien abgebaut wird, deutlich geringer als in den fol- 
genden 6 Stdn. Dem entspricht auch ungefahr der zeitliche Verlauf des 
Sauerstoffverbrauches, der an 4 Proben desselben Ansatzes in der War- 
burg-Apparatur gemessen wurde und der in Abb. 6 dargestellt ist. Nach 
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Abb. 6. O,.-Verbrauch einer Suspension von Bact. | 
coli bei 38% ----- in m/15-Phosphatpuffer, pq 7,0; 207 | 
-——- in m/15-Phosphatpuffer, pq 7,0, + m/200- 49g}+—-—_+-_/___- 
K-Glucuronat (die Werte sind Mittelwerte aus je sol 
4 Parallelansatzen des gleichen Versuches). Ordinate: 
O,-Verbrauch, Abszisse: Expositionszeit. 607 / 
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einer Initialphase von 30 Min. steigt der Sauerstoffverbrauch steil an 
und erreicht sein Maximum in der zweiten Stunde. Von der dritten 
Stunde ab bis zur Unterbrechung des Versuches nach 6 Stdn. nimmt der 
Sauerstoffverbrauch infolge Substratverarmung in den Ansitzen be- 
standig wieder ab. 

Nach 6 Stdn. wurde in den 4 Atmungstrégen die nicht umgesetzte 
Glucuronsiuremenge zuriickbestimmt, und aus der Glucuronsiure- 
Abnahme wiahrend der Exposition und dem Sauerstoff-Mehrverbrauch 
gegeniiber Kontrollansiitzen ohne Glucuronsiiure der Sauerstoffver- 
brauch pro Mol verschwundener Glucuronsiure berechnet. 


Sauerstoffverbrauch beim Glucuronsaure-Abbau durch Bact. coli 








‘ Glucuronsaure- Sauerstoff-Mehr- Sauerstoffverbrauch 
Ansatz : pro Mol verschwunde- 
Abnahme in y verbrauch in cmm ts 
ner Glucuronséure 
1 860,4 169,0 3,09 Atome 
2 890,6 170,5 3,01 Atome 
3 932,4 157,6 2,66 Atome 
4 832,6 159.8 3,02 Atome 
im Mittel 2,95 Atome 











Ein Sauerstoffverbrauch von 3 Atomen pro Mol Glucuronsiure 
1aBt sich nicht mit der Annahme in Einklang bringen, da8 Glucuron- 
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siure, nach vorheriger Phosphorylierung, decarboxyliert und das ent- 
stehende Pentosephosphat auf einem der bekannten Wege weiter ab- 
gebaut wird. Denn bei einer Spaltung in Triosephosphat und eine 2-Koh- 
lenstoffverbindung, die Racker?® fiir Ribose-5-phosphat durch ein Fer- 
ment aus Bact. coli gezeigt hat, wiirden fiir die Verbrennung des C,-Frag- 
mentes 4 Sauerstoffatome erforderlich sein. Ebenso wiirden bei einem 
stufenweisen Abbau zu Triosephosphat iiber ein Tetrosephosphat, wie 
ihn Dickens*® fiir Ribose-5-phosphat durch Fermente aus Hefe nach- 
gewiesen hat, 4 Sauerstoffatome bendtigt werden. Die Frage nach dem 
Mechanismus des Glucuronséure-Abbaues durch Bact. coli muB nach 
diesen Ergebnissen zunachst noch offen bleiben. Die Bedeutung von 
Phosphorylierungen und die Natur von Zwischenprodukten des Abbaues 
wird in weiteren Versuchen verfolgt. 


Die bisher mit Bact. coli angestellten Versyche gestatten, als 
eine der Ursachen der unterschiedlichen Glucuronsiure-Ausscheidung 
im Harn nach intravenéser und oraler Zufuhr eine teilweise Zerstérung 
der Glucuronséure im Darm durch Mikroorganismen anzunehmen. Je- 
doch ist damit noch nicht erklart, warum bei intravenéser Verabfol- 
gung auch etwa 40% der zugefiihrten Glucuronsiure verschwinden. 
Dieses Defizit sowie das Ergebnis weiterer im wesentlichen abgeschlos- 
sener Versuche von uns lassen auch die zweite der oben genannten Er- 
klarungen zu, derzufolge die aus dem Darm mehr oder weniger voll- 
standig resorbierte Glucuronsaure in der Leber abgefangen und abgebaut 
wird. Diese Versuche, die endgiiltig zwischen diesen beiden Méglichkeiten 
entscheiden sollen, werden in Kiirze in einer zweiten Mitteilung zusam- 
men mit Versuchen iiber die Beteiligung einzelner Organe am Glucuron- 
siure-Abbau veroffentlicht werden. 

Ohne die Ergebnisse dieser kurz angedeuteten und im wesentlichen 
abgeschlossenen Versuche vorwegzunehmen, kann schon aus den vor- 
stehend mitgeteilten Befunden der Schlu8 gezogen werden, daB der 
menschliche Organismus Glucuronsiure weit besser abbauen kann, als 
man auf Grund der Ausscheidungsversuche von Biberfeld? und 
Hiirthle* glaubte. Die hohen Glucuronsiure-Ausscheidungen im Harn, 
die diese beiden Autoren nach subcutaner oder intravenéser Zufuhr von 
Glucuronsaure fanden, sind dadurch bedingt, daB die Glucuronsaure in 
ihren Versuchen unter Umgehung der Leber in den Kreislauf gelangte. 
Der Leber kommt eine ausschlaggebende Funktion im Stoffwechsel der 
Glucuronsaure zu. Einen Anhalt fiir die GroéBe des Umsatzes in der Leber 
geben jetzt schon mit gewissem Vorbehalt die fiir die Ausscheidung nach 
Zufuhr von 3 g Lacton in dieser Arbeit mitgeteilten Werte. Nach oraler 
Zufuhr wurden innerhalb von 9 Stdn. durchschnittlich 1,5 g weniger 
im Harn ausgeschieden als nach intravenéser Zufuhr. Unter der Annahme, 
daB diese 1,5 g tatsaichlich resorbiert wurden, kann man den Glucuron- 


29 KE. Racker, Federation Proc. 7, 180 [1948]. 
30 F, Dickens, Biochem. J. 32, 1626 [1938]. 
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siure-Umsatz in der Leber auf 0,1—0,2 g/Stde. schaitzen. Dieser Wert 
diirfte ein Mindestwert sein, da nach den Belastungsversuchen mit 
10g Lacton per os sicher noch gréBere Mengen umgesetzt werden 
k6onnen. 


Zusammenfassung 


1. Die mittlere Glucuronsdéure-Ausscheidung im Harn eines gesun- 
den Menschen wurde pro Tag zu 475 + 49 mg ermiittelt. Die Ausschei- 
dung ist unabhingig von der Harnmenge. Kurzfristige Hungerperioden 
und Ernéhrungsumstellungen haben keinen EinfluB auf die Ausschei- 
dung. Nur gleichzeitiger hoher EinweiB- und Fettgehalt der Nahrung 
steigert die Ausscheidung im Harn. 

2. Durch Zufuhr von Na-Salicylat bzw. Acetylsalicylsiure laBt 
sich die Glucuronséure-Ausscheidung im Harn von 400 auf 1600 mg pro 
Tag erhdhen. Von beiden Substanzen wird unabhiangig von der Dosis 
ein konstanter Betrag von 19° mit Glucuronsiure gekoppelt. 

3. Der normale Gehalt an Glucuronsaure betragt im Serum im Mittel 
2,2 mg%, im Oxalatblut 4,5 mg%. Im normalen Blut befinden sich dem- 
nach 27% der Glucuronséure im Plasma, 73°{ in den Blutzellen. 

4. Von 10g per os zugefiihrter Glucuronsaéure werden im Durch- 
schnitt 12,3°% im Harn ausgeschieden. Die Ausscheidung ist nach 9Stdn. 
beendet. Die prozentuale Ausscheidung im Harn steigt an bei Erhohung 
der per os zugefiihrten Glucuronsiuremenge. Von 3 g werden nur 9,3% 
im Harn ausgeschieden. 

5. In der Galle, deren normaler Glucuronséure-Gehalt beim Hund 
zwischen 8 und 22 mg pro Tag schwankt, werden nur 0,5—2,8% per os 
verabfolgter Glucuronsiure ausgeschieden. 

6. Von 3 g intravends injizierter Glucuronsaure werden durchschnitt- 
lich 59% im Harn ausgeschieden. Nach 8 Stdn. ist die Ausscheidung 
noch nicht ganz beendet. Die Verzégerung der Ausscheidung wird auf 
Grund des Verhaltens der Glucuronséure im Blut auf eine voriiber- 
gehende Speicherung in den Geweben zuriickgefiihrt. 

7. Defibriniertes Blut oder Serum besitzen nicht die Fahigkeit, 
Glucuronsiure abzubauen. 

8. Die Unterschiede der prozentualen Ausscheidung nach oraler 
und intravenéser Zufuhr werden nicht verursacht durch die verschiedene 
Geschwindigkeit, mit der die Glucuronsaure in den Organismus gelangt, 
bewiesen durch intravendse Dauertropfinfusion. Als Ursache der Unter- 
schiede muB entweder eine mangelhafte Resorbierbarkeit der Glucuron- 
sdiure im Darm oder ein teilweiser Abbau der aus dem Darm resorbierten 
Glucuronsiure in der Leber angenommen werden. 

9. Orale Zufuhr von Glucuronsiure: steigert nicht die Glucuron- 
siiure-Ausscheidung im Kot. 

10. Glucuronsiure wird durch nicht adaptierte Colibacillen inner- 
halb von 8 Stdn. fast véllig abgebaut. Bei diesem Abbau werden pro Mol 
Glucuronsiure 3 Atome Sauerstoff verbraucht. Auf Grund dieses Sauer- 
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stoffverbrauches ist ein Abbau der Glucuronsiure iiber Xylose und ein 
weiterer Abbau auf den fiir Pentosen bzw. Pentosephosphaten nach- 
gewiesenen Wegen unwahrscheinlich. 

11. Eine mangelhafte Glucuronsiure-Resorption im Darm erscheint 
nach den Versuchen mit Bact. coli méglich, die endgiiltige Entscheidung 
wird einer weiteren Mitteilung iiberlassen, die sich mit der Beteiligung 
einzelner Organe am Abbau der Glucuronsiure befassen soll. 

12. Die Rolle der Leber im Glucuronsiaurestoffwechsel, die ihr auf 
Grund der Ausscheidungsversuche nur mit Vorbehalt zugeschrieben 
werden kann, wird diskutiert. Der Glucuronséure-Umsatz in der Leber 
wird auf mindestens 0,1—0,2 g/Stde. geschatzt. 


Kolorimetrische Bestimmung von Strophanthidin 
und Glykosiden des k-Strophanthins 


. Von 
Stefan Goldschmidt, Benno Koerber! und Ernst Helmreich 
Aus dem Organ.-chem. Institut der Technischen Hochschule Miinchen 
der Medizinischen Poliklinik der Universitat Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1952) 


Trotz zahlreicher Bemiihungen ist es bis heute nicht gelungen, ein 
chemisches Bestimmungsverfahren fiir Strophanthin oder andere herz- 
wirksame Glykoside zu entwickeln, das die biologischen Wertbestim- 
mungsmethoden hatte verdringen kénnen. Jedoch laBt die Umstiandlich- 
keit der biologischen Verfahren, die Notwendigkeit der groBen Ver- 
suchszahl und die nicht zu beeinflussende Streuung? die Aufgabe, eine 
praktisch verwertbare chemische Wertbestimmungsmethode aufzu- 
finden, nach wie vor dringlich erscheinen®. 


Fiir eine chemische Bestimmung sind bis heute fast ausschlieBlich kolorimetri- 
sche Verfahren in Vorschlag gebracht worden. Nur Windaus‘ hat eine maBanalyti- 


1 B. Koerber, Diss. T. H. Miinchen 1952. Weitere Angaben sind d. Disserta- 
tion zu entnehmen. 

2 So betragt die relative Streuung im Froschtest bei Verwendung von 10 
Gruppen zu je 24 Fréschen giinstigstenfalls 16%. (Behrens, Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 140, 237 [1929].) 

8 W. Kiissner (E. Mercks LXIII. Jahresbericht 1949, S. 5—13. Verlag 
Chemie G. m.b. H. Weinheim) schreibt: ,,Wir diirfen uns nicht dariiber hinweg- 
tiuschen, daB die amtliche tierexperimentelle Bewertung der Folia digitalis eine 
Notlésung darstellt, die allerdings gebraucht wird und dankbar anerkannt werden 
muB, solange eine zuverlassige chemische Bewertungsmethode fehlt. Das Ziel der 
Schaffung einer chemischen Glykosidbestimmung sollte aber trotz aller Enttau- 
schungen und Schwierigkeiten nicht aus dem Auge verloren werden“. 

# A. Windaus, cit. nach H. Lettré u. H.H.Inhoffen. ,,Uber Sterine, 
Gallensiuren u. verwandte Naturstoffe.‘‘ S. 176. F. Enke Verlag, Stuttgart 1936. 
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sche Bestimmungsmethode beschrieben und neuerdings hat Hilton® die Polaro- 
graphie zur Bestimmung sehr kleiner Mengen Digitoxin herangezogen. 

Die bisher gréBte praktische Bedeutung hat die auf der Baljetschen Re- 
aktion® beruhende kolorimetrische Methode von Knudson und Dresbach’ 
erlangt, die in der von Bell und Krantz® modifizierten Form als Digitoxinbe- 
stimmung in die US Pharmakopoe XIII aufgenommen wurde. Ein Nachteil der 
Knudson-Dresbach-Methode ist die starke Eigenfirbung der als Reagens 
verwendeten Pikratlésung, deren Absorption nahezu den gleichen Verlauf aufweist, 
wie die eines Gemisches aus Reagens und Glykosid®. Auch soll nach Canbiack® 
sowie Bell und Krantz? das Lambert-Beersche Gesetz nicht erfiillt werden und 
schlieBlich miissen Messungen friihestens 20 Min. und spiatestens 30 Min. nach 
Zugabe des Reagens vorgenommen werden. 


Es war daher Aufgabe der vorliegenden Arbeit, eine chemische 
Strophanthinbestimmungsmethode zu entwickeln, die die bisherigen 
Mangel soweit als méglich entbehrt. 


—, CCH 
oN et \* P| 
q 6 
CHO" 45 H,C CO 
I Pm : 
f ¢tNI7Z EN O 
en ee) I 
mF, 4. 
sae Me, 
OH 


X = H: Strophanthidin 

X = Cymarose: Cymarin, k-Strophanthin-a 
X = Strophanthobiose: k-Strophanthin-? 
X = Strophanthotriose: k-Strophanthin-y 


\ 
. ‘ -C. 
Strophanthidol : [> coHnoH 





Um ein Verfahren anzuwenden, das spezifisch das Aglykon erfaBt, 
wurde zuniachst versucht, die das k-Strophanthin charakterisierende 
Formylgruppe am C9 des Strophanthidins zu einer kolorimetrisch aus- 
wertbaren Nachweisreaktion zu beniitzen. Diese Versuche verliefen je- 
doch negativ. In dem Bestreben, andersartige Farbreaktionen des 
Strophanthins aufzufinden, fanden wir schlieBlich in der Gelbfairbung, 
die bei Zugabe von H,SO, zu einer alkoholischen Strophanthinlésung 
auftritt, eine Reaktion, die fiir ein kolorimetrisches Bestimmungsver- 
fahren geeignet schien. 


5 I. G. Hilton, Science [New York] 110, 526 [1949]. 

6° H. Baljet, Schweiz. Apotheker-Ztg. 56, 71, 84 [1918]. Pharmac. Weekbl. 
55, 457 [1918]. 

7 A. Knudson u. M. Dresbach, J. Pharmakol. exp. Therapeut. 19, 268; 
20, 205 [1922]; J. Amer. Pharmac. Assoc., sci. Edit. 12, 390 [1923]. 

8 F. K. Bellu. I.C. Krantz jr., J. Pharmakol. exp. Therapeut. 88, 213 [1945]. 

® T. Canback, J. Pharmacy Pharmacol. 1, 201 [1949]}.. 

10 F. K. Bellu. I. C. Krantz jr., J. Amer. Pharmac. Assoc., sci. Edit. 87, 297 


1948}. 
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Versuche iiber Farbreaktionen an der Aldehydgruppe des 
Strophanthidins 


Die Aldehydgruppe am C,, des Strophanthidins ist durch eine Reihe 
von Reaktionen nachgewiesen!. Obwohl bisher keine Farbreaktionen 
mit der Formylgruppe des Strophanthidins bekannt geworden sind, 
wurden doch eine Reihe von Aldehydreaktionen untersucht, die eine 
kolorimetrische Auswertung méglich erscheinen lieBen. 


2.4.6-Trinitro-toluol besitzt eine reaktionsfaihige Methylgruppe und konden- 
siert mit Aldehyden leicht zu Stilbenderivaten. Nach Zugabe von Piperidinlésung 
zu einem Gemisch aus alkoholischer Trinitrotoluollésung und alkoholischer Strophan- 
thinlésung tritt bald eine leichte Rotfarbung auf, die nach Erwirmen an Intensitat 
zunimmt. Da jedoch die Blindproben bereits erheblich gefarbt sind und strophan- 
thinhaltige Lésungen sich erst unterscheiden lassen, wenn sie mehr als 1% Stro- 
phanthin enthalten, wurde diese Reaktion verworfen. 

Nach Feist lassen sich «- und /-freie Pyrrole mit aromatischen Aldehyden 
zu Methanderivaten kondensieren, deren Oxydation zu entsprechend gefarbten 
Pyrromethenen von salzartigem Charakter fiihrt. Yon verschiedenen Pyrrolderi- 
vaten reagierte nur das 2.4-Diphenyl-pyrrol mit Strophanthin unter Bildung einer 
relativ stabilen Farbe. In Eisessig bei Gegenwart von HClO, entstehen nach Er- 
warmen Lésungen, die mit abnehmender Strophanthinkonzentration braungelb, 
graugriin bis rotviolett gefarbt sind. Eine strophanthinfreie Pyrrollésung ist blau- 
violett und weist eine scharfe Absorptionsbande auf, die mit steigender Strophan- 
thinkonzentration immer mehr verblaBt, um schlieBlich vollig zu verschwinden. 
Da keine neue Bande auftritt, ist die Bildung eines Farbstoffes nach der Feistschen 
Formulierung unwahrscheinlich. Eine kolorimetrische Auswertung der Reaktion 
wurde im Hinblick auf die Verschiedenartigkeit der entstehenden Farbungen nicht 
vorgenommen. 

Da die Angeli-Rimini-Reaktion™® sich als empfindliche Aldehydreaktion 
in die analytische Chemie eingefiihrt hat, weil Schwermetallionen wie Fe** mit 
Hydroxamsauren stark gefarbte Komplexsalze geben, wurde versucht, ob Stro- 
phanthin Hydroxamsaure bilden kann. 

Die Reaktion versagt jedoch bei Strophanthin wie auch bei einigen anderen 
Aldehyden (z. B. Aldosen, o-substituierten aromatischen Aldehyden). 

Dibenzyl-m-phenylendiamin™ bildet in salzsaurer Lésung mit verschiedenen 
Aldehyden blaBgelbe bis blutrote, griin fluoreszierende Schiffsche Basen. Wahrend 
dieses Reagens mit einer groBen Zahl von Aldehyden reagiert und bis zu 0.002% 
Aldehyd nachzuweisen erlaubt, ist mit Strophanthin kein Farbeffekt zu erzielen. 

Kiirzlich ist auch das Hydrochlorid der Bis-[4.4’-N-Methyl-hydrazino]- 
triphenylmethan-sulfonsdure-(2’’) zur quantitativen Aldehydbestimmung vor- 
geschlagen worden. Es reagiert bei Zimmertemperatur mit Aldehyden zum ent- 
sprechenden Hydrazon, dessen Farbung vom umgesetzten Aldehyd abhangt. Auch 
dieses Aldehydreagens, dessen Empfindlichkeit bei etwa 5 x 10~* liegt und das 


11 Vgl. A. Stoll, The Cardiac Glycosides. The Pharmac. Press. Heffer & Sons 
Ltd. Cambridge 1937. 

22 F. Feist, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 1537, 1647 [1902]. 

13 Piloty (Ber. dtsch. chem. Ges. 29, 1560 [1896]) hat gefunden, daB Benzol- 
sulfohydroxamsaure unter Einwirkung von Alkali das Salz der Benzolsulfinsiure 
und Hyponitrit liefert. E. Riminis Untersuchungen (cit. n. A. Angeli, ,,Sopra 
aleuni composti ossigenato dell’azoto“. Florenz 1907) ergaben, daB hierbei inter- 
mediar das unbestandige Radikal Nitroxyl entsteht, das nach Angeli (I. c.) durch 
Aldehyde abgefangen wird, so daB alkalische Hydrolyse der Benzolsulfohydroxam- 
siure in Gegenwart eines Aldehyds zur Bildung einer Hydroxamsiaure fiihrt. 

4 F, G. Singleton u. C. B. Pollard, J. Amer. chem. Soc. 68 I, 240 [1941]. 
1 L.P. Kuhn u. L. De Angelis, J. Amer. chem. Soc. 71, 3084 [1949]. 
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zahlreiche Aldehyde nachzuweisen erlaubt, geht mit Strophanthin keine gefarbte 
Verbindung ein?*, 

Wir haben nunmehr eine Reaktion angestrebt, bei der die Lage der 
Absorptionsmaxima gefarbter Strophanthinlésungen von der anderer 
gefirbter Herzglykosidlosungen so verschieden ist, daB durch Extink- 
tionsmessungen an verschiedenene Punkten des Spektrums gegebenen- 
falls in einem Glykosidgemisch eine Bestimmung der Komponenten vor- 
genommen werden kann. 


Reaktion der Strophanthus-Glykoside 
mit konz. Schwefelsaure?’ 


Gibt man einen Tropfen einer Strophanthinlésung 1 : 100 zu 2 cem 
konz. H,SQ,, so farbt sich die Lésung griingelb. Beim Erhitzen im sieden- 
den Wasser vertieft sich die Farbe nach Braungelb. Die kolorimetrische 
Auswertung derartiger Lésungen war zunachst groBen Streuungen unter- 
worfen. Im Laufe der folgenden Untersuchungen gelang es schlieBlich, 
diese Fehler zu beseitigen. 


Reaktionsbedingungen 


Reihenfolge der Zugabe der Komponenten und Zulauf- 
dauer: Die Reihenfolge, in der die Reaktionspartner zusammengebracht 
werden, ist wesentlich; denn eine Stroph.1*-H,SO,-Mischung, die durch 
Zutropfenlassen alkoholischer Stroph.-Lésg. zu H,SO, bereitet wird, 
ist etwa dreimal starker gefarbt als eine Losung, bei der die Kompo- 
nenten in umgekehrter Reihenfolge zusammengefiigt werden. Anschei- 
nend wird beim ZuflieBen von H,SO, zur Stroph.-Lésg. ein gefairbtes 
Produkt erst dann gebildet, wenn eine hierfiir erforderliche Saurekonz. 
(mehr als 50° H,SO, i. d. Lésg.) erreicht ist. Dies ist wohl darauf zu- 
riickzufiihren, daB ein Teil des Stroph., solange die H,SO, noch unter der 
erforderlichen Konz. bleibt, durch eine andersartige Reaktion verbraucht 
wird, 


16 Nach AbschluB der vorliegenden Arbeit haben O. Schindler und T. Reich- 
stein (Helv. chim. Acta. 84, 521 [1951]) mitgeteilt, daB man Strophanthus- 
glykoside und Strophanthidin von anderen Glykosiden und Geninen mit Girards 
Reagens T abtrennen und papierchromatographisch nachweisen kann. 

17 1895 beschrieb C. Keller (Ber. Pharmakol. Ges. 277 [1895]) eine qualita- 
tive Methode zum Nachweis von Glykosiden, die darauf beruht, daB Rohglykoside 
in Eisessig, der Spuren Fe enthalt, mit konz. H,SO, unterschichtet werden. 
Dabei entsteht an der Trennzone ein brauner Ring. R. Seifert (Siiddtsch. Apo- 
theker-Ztg., 81, 443 [1941]) gab eine Modifikation an, die auf die Schichtbildung 
verzichten 14Bt. Ausfiihrlich berichten I. Scherrer (Helv. chim. Acta, 22, 1329 
[1939]) sowie G. Woker u. I. Antener (Helv. chim. Acta. 22, 1309 [1939]) iiber 
Farbreaktionen an Sterinen und Steroiden. 1948 erschien eine zusammenfassende 
Arbeit von E. W. McChesney, F.C. Nachod, M. E. Auerbach und F. O. La- 
quer (J. Amer. Pharmac. Assoc., sci. Edit. 37, 364 [1948]) iiber eine quantitative 
Bestimmungsmethode von Gitoxin und Digitoxin, die auf der Farbung mit konz. 
H,SO, beruht. 

18 Strophanthin wird wie iiblich abgekiirzt als Stroph. bezeichnet. 
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Bei langerem Erhitzen wechselt die Farbe dieser Reaktionsmischung, 
die durch Zugabe von alkohol. Stroph.-Lésg. zu H,SO, hergestellt wurde, 
von Griinlichgelb nach Braungelb. Die Firbung entspricht sodann der 
von Lésungen, die durch EinflieBenlassen von H,SO, in die alkohol. 
Stroph.-Lésg. bereitet wurden. Dieser Farbumschlag mu8B vermieden 
werden, wenn man einwandfrei auswertbare Ergebnisse erzielen will. Die 
Braunfarbung beruht offenbar auf einer sekundiéren Zersetzung des 
primar gebildeten griinlichgelben Reaktionsproduktes. 

Auch die Dauer des Zulaufes ist von Einflu8 auf die Farbtiefe. 
Wenn die Zeit des Zulaufes einer alkohol. Stroph.-Lésg. zur konz. H,SO, 
von 25 Sek. auf 4 Min. verlingert wird, tritt eine 25-proz. Erhéhung der 
Extinktion ein, die nunmehr konstant bleibt. Vermutlich wird durch 
langsames Zulaufen eine starkere Erwirmung der Reaktionsmischung 
vermieden ; denn die langere Einlaufzeit la8t sich auch umgehen, wenn 
eine Erwirmung der Reaktionsmischung durch Kihlung verhindert 
wird. 65° ist die kritische Temperatur, die nicht iiberschritten werden 
darf. 

Reagenzien: Das Lésungsmittel sollte fiir k-Stroph.-Gemisch, fiir 
die einzelnen Strophanthus-Reinglykoside und das Genin gleicherweise 
geeignet sein und mit H,SO, und Stroph. keine Eigenfirbung geben. 
Ks sollte neutral reagieren, denn nach Quart?® sind k-Stroph.-Lésungen 
zwischen py 6 und 7 am besten haltbar. Chloroform und Petrolather 
schieden aus, weil damit nur Cymarin und das Genin in Lésung gehen. 
Aceton erwies sich infolge von Nebenreaktionen als ungeeignet. Ather er- 
gab zwar mit Stroph. und H,SO, etwa um 20°% héhere Extinktionswerte 
als Alkohol, jedoch traten infolge seiner Fliichtigkeit unkontrollierbare 
Streuungen auf. Eisessig ist zwar brauchbar, jedoch haben wir wegen 
seiner aggressiven Wirkung auf Metallteile, seiner sauren Reaktion und 
seiner Geruchsbelastigung von seiner Verwendung Abstand genommen. 
Athanol hat sich schlieBlich als geeignetes Losungsmittel erwiesen, doch 
war zunachst festzustellen, unter welchen Bedingungen farblose Ge- 
mische aus Athanol und H,SO, erhalten werden kénnen. 

Reinheit der Reagenzien: 

Athanol: Vergillter Alkohol und Sulfitsprit zeigen mit H,SO, 
deutliche Eigenfarbung und kénnen daher nicht verwendet werden. 
Hingegen geniigt Monopolsprit den Anforderungen, wenn er zuvor einer 
Reinigung unterzogen worden ist. Das Optimum der Farbreaktion wird 
erreicht, wenn der Alkoholgehalt der H,SO,/C,H;OH-Mischung zwischen 
37 und 39% liegt. Anderungen in diesem Bereich haben ebenso wie ein 
Wassergehalt des Alkohol bis zu 33% keinen meSbaren Einflu8 auf Lage 
und Hohe des Extinktionsmaximums?°. 

19 B. H. Quart, J. Pharmacy Pharmacol. 8, 464 [1935]. 

20 Die von Anderson und Chen (J. Amer. Pharmac. Ass., sci. Edit. 85, 353 
[1946]) sowie Canback® ausgebaute Raymondsche Reaktion mit m-Dinitrobenzol 


ist hochempfindlich gegen Veranderungen im Wassergehalt des als Lésungsmittel 
verwendeten Alkohols (Raymond, Analyst 68, 478 [1938]; 64, 11 [1939]). 
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H,SO,: Reinste 96-proz. H,SO, (Merck p. A., Riedel de Haen 
p. A.) muB verwendet werden. Der Wassergehalt der H,SO, beeinfluBt 
die Farbtiefe merkbar, denn verdiinnt man 96-proz. Saéure, so nimmt 
die Extinktion fiir je 1% Verdiinnung der Séure mit Wasser um jeweils 
1% ab. 
Metallsalze als Katalysatoren: Katalytische Mengen von Me- 
tallsalzen (z. B. FeCl,, CuCl,, PbCl,, SnCl,, MgCl,, (NH,4).SO, sowie Se) 
beschleunigen weder die Reaktion noch verandern sie die Farbung*'. 

ReaktionsgefaéBe: Zur Durchfiihrung der Farbreaktion ist die 
Verwendung von QuarzgefaéBen erforderlich, denn die Extinktion war 
um etwa 2.5% hoher, sobald die Reaktion in QuarzgefaiBen statt in 
GlasgefaBen durchgefiihrt wurde. Auch lieBen sich unkontrollierbare 
Versuchsfehler vermeiden, die sich bei Verwendung von GlasgefaBen 
in positiven Abweichungen der Extinktion vom Mittelwert zeigten”’. 

Temperaturabhingigkeit: Die Extinktion einer Stroph.-H,SO,- 
Lésg. ist temperaturabhingig. Sie nimmt zwischen 20° und 28° um etwa 
1% pro Grad Temperaturerhéhung zu. Kihlt man ein Reaktionsge- 
misch auf 0° ab, so ist bereits visuell eine deutliche Aufhellung zu 
beobachten. Bei —80° erscheint eine Stroph.-H,SO,-Lésg. nahezu farb- 
los. Bringt man aber so gekiihlte Loésungen auf 20°, so zeigen sie die 
gleiche Extinktion wie Lésungen, die bei 20° hergestellt und belassen 
wurden. 

Lichtempfindlichkeit: Sonnenlicht oder diffuses Tageslicht 
beeinfluBten die Stroph.-H,SO,-Reaktion nicht, bei Einhaltung kon- 
stanter Versuchsbedingungen. 


Hingegen ist die Farbe der durch Lindewald** und in neuerer Zeit durch 
Soos* modifizierten Keller-Kilianischen Reaktion von Digitalisstoffen mit 


H,SO, sehr lichtempfindlich. | 

Reaktionsdauer: Gemische, die bei Zimmertemperatur be- 
lassen wurden, zeigen noch nach Tagen eine langsame Extinktionszu- 
nahme, die jedoch von der 1. bis 72. Stde. nur etwa 15% betrigt. Ab der 
45 Min. nach Einleiten der Reaktion liegt die Extinktionszunahme fiir 
die folgenden 45 Min. im Bereich des Versuchsfehlers. 

Giltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes: Beriicksichtigt 
man die im Vorhergehenden beschriebenen Erfahrungen und halt Ver- 
suchsbedingungen ein, wie sie im experimentellen Teil festgelegt sind, 


21 Im Verlauf ihrer Arbeiten iiber Farbreaktion von Dig. purp.-Glykosiden 
mit H,SO, fanden Mc Chesney und Mitarbb.!’, daB die Entwicklung der kirsch- 
roten Gitoxin- und Gitoxigenin-H,SO,-Lésungen in hohem Mae durch Spuren 
von Metallsalzen beschleunigt wird. Betragt z. B. die Reaktionszeit ohne kataly- 
sierende Zusatze etwa 20 Stdn., so wird sie durch Zusatz von Cu” auf ca. 4 Stdn. und 
durch Fe’ sogar auf 5 Min. abgekiirzt. 

22 Nach R.A. Hatcher, J. Amer. Med. Assoc. 98, 26 [1929], lassen sich 
Lésungen von g-Stroph. nur in QuarzgefiBen ohne Aktivitatsverlust aufbewahren. 
23 FE. Lindewald, Pharmaz. Zentralhalle Deutschland 85, 80 [1944]. 

24 EF. Soos, Scientia Pharmac. 16, 1 [1948]. 

25 H. Kiliani, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 284, 273 [1896]. 
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so verlaufen die Eichkurven von Strophanthidin, k-Stroph. «, £, y, und 
k-Stroph.-Gemisch durch den 0-Punkt und bilden jeweils eine Gerade 
(Abb. 1). Demnach verhalten sich Extinktion und Konzentration der 
Stroph.-Reaktionslésungen direkt proportional. Diese Proportionalitat 
bleibt auch bei nachtraglicher Verdiinnung der gefarbten Reaktions- 
lésung mit Alkohol-H,SO, bestehen. 
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Abb. 1. Standard-Eichkurve fiir I: o = k-Strophanthin-« (Cymarin), II: o = k- 
Strophanthin-f, III: o = k-Strophanthin-y, IV: o = k-Strophanthin-Gemisch 
(Boehringer), V: A = k-Strophanthidin (Genin). 
MeBgerit: ,,Leifo“-Photometer. Jeder MeBpunkt ist das Mittel aus (2—7) x 5 
Einzelmessungen. 


Absorptionsspektren der Reaktionsgemische*® (Abb. 2): 
k-Stroph.-Gemisch, Cymarin, k-Stroph. £, k-Strophanthosid und Stro- 
phanthidin zeigen das gleiche charakteristische Maximum im UV bei 
etwa 2170 A, dessen Lage auch nach Einwirkung von konz. H,SO, be- 
stehen bleibt. Jedoch wird das Maximum niedriger (nach Zugabe von 
konz. H,SO, log. kmax”* 3.8 bzw. 4.1 anstatt 4.2). Ein weiteres schwaches 
Maximum im UV liegt fiir das Genin und die Stroph.-Glykoside bei 
etwa 3000 A. 

Im Sichtbaren tritt eine scharfe Absorptionsbande mit einem 
Maximum bei 4360A auf, die folgende Werte aufweist: 


26 Gemessen in einem ,,Unicam“‘-Quarzspektralphotometer. 
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Cymarin |Stroph. @ |Stroph. y | oo idin 
(T = 23°C) log. kmax®® | 4,00 | 4,02 3,36 | 3,90 
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200 300 400 500 mu 
Abb. 2. Absorptionsspektren 0.001-proz. Lésungen von: .... k-Strophanthin- 
Gemisch (Boehringer); Strophanthidin (Genin); -—-—- k-Strophanthin « 
(Cymarin); ----k-Strophanthin 6; ——— k-Strophanthin y (k-Strophanthosid*) , 
(T = 23°). MeBgerat: ,,Unicam‘- Quarzspektralphotometer. Der optische 


Schwerpunkt des verwendeten Filters liegt bei 430 mu (durchgezogene Linie). 


Reaktionsmechanismus 


Mitbeteiligung der Zuckerkomponente: Zunichst war zu 
untersuchen, ob die Reaktion nur das Aglykon oder nur die Zucker- 
komponente oder beide erfaBt. Um dies feststellen zu kénnen, wurden 
die Zuckerkomponenten der einzelnen Strophanthusglykoside in be- 


* Nomenklatur nach A. Stoll (vgl. #4). 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 290 8 





























114 St. Goldschmidt, B. Koerber und E.Helmreich, Bd. 290 (1952) 
kannter Weise dargestellt®? und auf ihr Reaktionsverhalten gegeniiber 
H,SO, gepriift. 
OCH,| OH 
C. 1 ———~—0—m, i 
OH sn 6lhCU 
arose (Monose): IT 
Strophanthobiose (Biose): II -+ d-Glucose 
Strophanthotriose (Triose): II -+ d-Glucose + d-Glucose 
37 Wie aus Abb. 3. ersichtlich, 
FAN zeigen auch die Zuckerkomponenten 
~ 36 an nach Reaktion mit H,SO, eine deut- 
a \ Biase liche Absorption, deren Maximum 
cr) a “ bei 4570 A liegt: und demnach um 
\Y etwa 200 A gegeniiber dem des Ge- 
34 . nins nach dem Langwelligen ver- 
‘e schoben ist. Der Log. des molaren 
3 \ Extinktionskoeffizienten®* betragt 
‘.| fiir Cymarose und Strophantho- 
o Y triose nur 3.26, fir das Genin hin- 
, gegen 3.80 (errechnet aus der Eich- 
kurve). 
- 4 Somit wird wahrscheinlich die 
\ Those Farbung der Strophanthusglykoside 
40 . mit konz. H,SO, auch von der 


\ Zuckerkomponente mitbestimmt. 




















Zgr \ Deshalb haben wir gepriift, ob sich 

Monose \ ‘| die Absorption eines Strophanthus- 

28 glykosides additiv aus der Absorp- 

X\g tion seines Aglykons und seines 

27b Zuckeranteiles errechnen laBt. Dies 

ist jedoch nur bei dem Glykosid aus 

26 Strophanthidin und Strophantho- 
“420 460 500 —> mu 


biose (k-Stroph. 2) sowie dem aus 
Strophanthidin und Strophantho- 
triose (k-Stroph. y) annahernd még- 
lich. Dieses angenihert additive Ver- 
halten der Extinktion kann man in 
diesen Fallen vielleicht darauf zu- 
riickfiihren, daB die Glykoside waihrend der Reaktion zumindest teil- 


Abb. 3. Absorptionsspektren 0.001- 
proz. Lésungen von Cymarose (Mo- 
nose), Strophanthobiose (Biose), Stro- 
phanthotriose (Triose). 
MeBgerat: ,,Leifo‘‘-Photometer. 





a7 A, Stoll, I. Renz u. W. Kreis, Helv. chim. Acta 20, 1484 [1937]. 
28 Der molare Extinktionskoeffizient (k oder ¢) errechnet sich nach folgender 
Formel: 


i. 
1 


k = 0.4343 x log: x od" 
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weise gespalten werden; denn die schwer spaltbaren?® Rhamnoglykoside 
Convallatoxin und Ouabain verhalten sich abweichend, obwohl das 
Genin des Convallatoxins identisch mit Strophanthidin ist. Diese Glyko- 
side farben sich in alkohol. Lésung mit H,SO, nur sehr schwach an 
und weisen im Sichtbaren kein deutliches Absorptionsmaximum auf. 
Es scheint also, daB die OH-Gruppe am C, des Strophanthidins frei 
vorliegen oder im Verlauf der Reaktion frei werden muB8, wenn die 
Reaktion positiv ausfallen soll. 





Abb. 4. Absorptionsspektren 0.001- > Bc 
proz. Lésungen von A: Strophan- ~ \ 
thidin, B: Strophanthidol, C: Di- \ 
hydrostrophanthidol (T = 23°). 3 NS 


MeBgerat: ,,Unicam“- Quarzspek- 
tralphotometer. 

















2 
“400 560 mu—— 600 





Reaktion am Genin: Es schien von Interesse, festzustellen, 
ob die Aldehydgruppe am Cy, oder die «,-Doppelbindung des Lacton- 
ringes des Genins (Strophanthidin) an der H,SO,-Reaktion beteiligt ist. 


Wir haben daher sowohl die Aldehydgruppe des Strophanthidins 
zur Hydroxylgruppe (Strophanthidol) als auch Strophanthidin zum 
Dihydrostrophanthidol hydriert, bei dem sowohl die Aldehydgruppe wie 
auch die «,f-Doppelbindung im Lactonring hydriert ist. Diese Hyd- 
rierungsprodukte wurden mit H,SO, in alkohol. Lésung in iblicher 
Weise umgesetzt. 


Die Abb. 4 zeigt eine anniahernd gleiche Extinktion fiir Stro- 
phanthidol und Dihydrostrophanthidol. Diese unterscheidet sich aber 
wesentlich von der des Strophanthidins. Das Absorptionsmaximum ist 
gegeniiber dem des Strophanthidins um etwa 400 A zum Langwelligen 
hin verschoben. Ferner ist die maximale Extinktion des Strophanthi- 
dols und Dihydrostrophanthidols nurmehr halb so groB wie die des 
Strophanthidins. Daraus ergibt sich also, daB die Aldehydgruppe an der 
Reaktion beteiligt sein muB. 


*9 Da sich Ouabain nach Mannich und Siewert (Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 
737 [1942]), nur nach 2-wéchiger Behandlung mit 1-proz. HCl in Aceton hydro- 
lysieren laBt, ist es méglich, daB die Rhamnoglykoside unter unseren Reaktions- 
bedingungen nicht gespalten werden. 


§* 
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Hingegen scheint die «,f-Doppelbindung des Lactonringes die 
H,SO,-Reaktion der Strophanthusglykoside nicht zu beeinflussen, weil 
die Absorptionskurven von Strophanthidol und Dihydrostrophanthidol 
keine wesentlichen Unterschiede aufweisen. 

Reaktionsprodukt: SchlieBlich wurde noch versucht, in einem 
gréBeren Ansatz das griinlich-gelbe Reaktionsprodukt des Strophan- 
thidins mit konz. H,SO, zu isolieren. Es gelang jedoch nicht, die wenig 
definierte Substanz zur Kristallisation zu bringen. 

Diskussion 

Mit der im experimentellen Teil gegebenen Arbeitsvorschrift 
kénnen Reinglykoside des k-Strophanthins («, 6, y), k-Strophanthin- 
Gemisch und Strophanthidin quantitativ bestimmt werden. 

Da das Lambert-Beersche Gesetz fiir alle Stroph.-H,SO,-Re- 
aktionsgemische in einem weiten Konzentrationsbereich giltig ist, kann 
man die molaren Extinktionskoeffizienten der Berechnung zugrunde legen. 
Die Log. der aus der Eichkurve errechneten Extinktionskoeffizienten®® 
betragen fiir Cymarin 3,94, fiir k-Strophanthin £ 3,95, k-Strophanthin 
y 3,86, Strophanthidin 3,80, k-Strophanthin-Gemisch (Boehringer) 3,92. 
Die gefundenen Extinktionskoeffizienten liegen, soweit wir feststellen 
konnten, hdher als die Werte, die nach anderen photometrischen Bestim- 
mungsverfahren fiir herzaktive Glykoside bisher erhalten wurden. 

Die Reaktion ist zwar hinsichtlich der Lage und Hohe des Absorp- 
tionsmaximums fiir das Genin spezifisch, wird aber offenbar bei Gly- 
kosiden durch den Zuckeranteil beeinfluBt. 

Minimal kénnen noch 0,5 bis 1 y/ecm Stroph. Lésg., d.s. etwa 
1,2 10-® bis 6 x 10-7 Mol// nachgewiesen werden*!, und zwar mit einer 
Streuung von etwa 10—15%; diese erniedrigt sich auf 1—3% bei Lé- 
sungen, die im ccm 4 y—7 y Stroph. enthalten, d.s. etwa 5—8 x 10~-®Mol/I. 

Die Reagenzien sind farblos und unbegrenzt haltbar. Die gelb ge- 
firbten Reaktionslésungen sind unter den angegebenen Versuchsbedin- 
gungen so bestindig, daB sich die Extinktion ab der 45. Min. nach Ein- 
leiten der Reaktion innerhalb der folgenden 45 Min. praktisch nicht mehr 
andert. Man verfiigt also iiber ausreichend Zeit zur kolorimetrischen 
Auswertung. 

Wir beabsichtigen noch, festzustellen, inwieweit sich die neue Me- 
thode zur Ermittlung kleiner Mengen Strophanthin im biologischen 
Milieu eignet. 

Dem ,,Fond Chemie“ sind wir fiir die Bereitstellung von Mitteln zur Be- 
schaffung eines Leitz-Photometers (Leifo), Herrn Prof. Dr. A. Stoll von der 
Sandoz A.-G., Basel, sowie Herrn Dr. E. Rabald von der C. F. Boehringer 


G. m. b. H., Mannheim/Waldhof, fiir die liebenswiirdige Uberlassung verschiedener 
wertvoller Strophanthin-Praparate zu ganz besonderem Dank verpflichtet. 


30 Gemessen im ,,Leifo’ (Filter S 43). Bei Verwendung monochromatischen 
Lichtes erhalt man bei 4360 A etwas héhere Werte (s. Abb. 2). 

31 Die minimal erfaBbare Absolutmenge kénnte bei Verwendung besonderer 
MikromeBkiivetten noch verringert werden. 
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....Herrn Prof. Dr. W. Seitz, Med. Univ.-Poliklinik Miinchen, dankt der eine 
von uns (B. K.) fiir sein groBziigiges Entgegenkommen, das die sei anmaaaaainas 
Durchfiihrung dieser Arbeit erméglicht hat. 


Experimenteller Teil 


Strophanthinpraparate: Fiir die Untersuchungen standen uns Proben 
von k-Strophanthingemisch sowie der Glykoside «, 8, y zur Verfiigung. Die 
Schmelzpunkte der Glykoside, die von der Art des Erhitzens abhangig sind, 
stimmten gut mit den Angaben von Stoll?’ iiberein. 

Vor der Schmp.-Bestimmung*? wurden die Priparate verschiedener Herkunft 
im Exsiccator tiber H,SO, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


k-Stroph.: Schmp. nach Stoll 148°, gef. Schmp. 145° 
k-Stroph.: Schmp. nach Stoll 195°, gef. Schmp. 198° 
k-Stroph.: Schmp. nach Stoll 199°, gef. Schmp. 197° 

Das Genin (Strophanthidin) wurde nach der Vorschrift von A. Stoll?’ durch 
Saurehydrolyse aus k-Stroph. y und k-Stroph. Gemisch gewonnen. 

Zu diesem Zweck wurde | g k-Stroph. Reingemisch in 50 ccm 0.1-n. H,SO, 
gelést und 48 Stdn. auf 40° gehalten. Das Genin schied sich dann in Nadel-Rosetten 
ab. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Methanol und wenig. H,O war das 
Praparat rein. 

Ausb. 330 mg (75% d. Th.). 

Schmp. (unter Zers.) 171°, n. Stoll: 171°. 


Das verwendete k-Stroph.-Gemisch (Boehringer) ist nach Angaben der 
Herstellerfirma ein zur Trockene eingedampfter Glykosidextrakt aus den Samen 
von Strophanthus kombé, der noch 6% unbekannte Begleitstoffe enthalt. Das Ge- 
misch besteht aus k-Stroph. «, 7, und hauptsachlich k-Stroph. y. Das durchschnitt- 
liche Mol.-Gew. des getrockneten amorphen Pulvers ist 840. 


Durchfiihrung der kolorimetrischen Bestimmung 


Die Methode ist ausgearbeitet zur Bestimmung von k-Stroph.-Gemisch, 
k-Stroph. «, £, y und k-Strophanthidin. Sie ist nicht geeignet zur Bestimmung 
von Ouabain und Convallatoxin. 

Reagenzien: Athanol: 500 ccm reiner Athylalkohol (Monopolverw.) wurden 
mit 10 g Aktivkohle kraftig geschiittelt, filtriert und destilliert. 38-proz. Lésungen 
des so gereinigten Monopolsprits in konz. H,SO, diirfen keine Eigenfarbung zeigen. 

H,SO,: Es darf nur 96-proz. H,SO, p. A. (Merck, Riedel de Haen) ver- 
wendet werden. 

Arbeitsvorschrift: Aus einer Biirette, die in 0.01 ccm geteilt ist, 148t man 
6.50 ccm konz. H,SO, unter Beriicksichtigung des Nachlauffehlers** in ein Quarz- 
kélbchen von ungefahr 50 ccm Inhalt einlaufen. 

Sodann werden Lésungen des gewiinschten Stroph.-Praparates in reinstem 
Athylalkohol hergestellt, die 2—70 y Stroph. in 4 ccm enthalten sollen. Von einer 
solchen Lésung 148t man langsam aus einer in 4/19) ccm geteilten Biirette genau 
4.00 com zu der im Quarzkélbchen befindlichen Saure tropfen. Wahrend des Zu- 
tropfens (Dauer mindestens 2 Min.) wird das K6lbchen in ein Wasserbad von 
Zimmertemperatur eingebracht und standig umgeschwenkt. Dann wird das K6lb- 
chen mit einem Glashiitchen oder Quarzstopfen verschlossen und unter zeitweiligem 
Umschiitteln etwa 45 Min. bei Zimmertemperatur bewahrt. Nunmehr wird das 
GefaB in ein Wasserbad von 20° (MeBtemperatur™) eingestellt und solange (etwa 


32 Samtliche Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 

33 Der Nachlauf der viskosen H,SO, aus der von uns verwendeten engen 
Birette dauerte 7 Min. und betrug 0.105 ccm, d.s. 1.8% der insgesamt durch- 
laufenden 6.5 ccm konz. H,SO,. 

34 Wie bereits erwahnt, kann zwischen 20° und 28° gemessen werden, jedoch 
ist dann zu beriicksichtigen, daB die Extinktion um etwa 1% pro Grad Temperatur- 
erhéhung zunimmt. 
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15 Min.) belassen, bis es diese Temperatur angenommen hat. Sofort anschlieBend 
wird photometriert®. 

Die zum Vergleich bendétigte Blindlésung wurde in gleicher Weise wie die 
Testlésung, jedoch ohne Zusatz von Strophanthin hergestellt. 

Gemessen wurde mit einem Leitz-Photometer (Leifo) im Dunkelraum. Als 
Filter haben wir das ZeiB-Filter S 43 verwendet, das ein dem Maximum der ge- 
farbten Lésungen entsprechenden optischen Schwerpunkt bei 4300 A besitzt. 

Strophanthidol®: Diinnes Al-Blech (etwa 300 mg) wurde mit 0.5-proz. 
HgCl,-Lisg. aktiviert, mit H,O gewaschen, bis kein Cl- mehr nachzuweisen war, 
und mit Alkohol nachgespiilt. Das aktivierte Al wurde sodann mit einer Lésg. iiber- 
gossen, die 300 mg Strophanthidin in 12 ccm 96-proz. Alkohol enthielt. Das Al 
war vollkommen zerfallen, wenn man die Lésung vier Tage bei Zimmertemperatur 
stehen lieB und abschlieBend noch mit 1 cem H,O versetzt hatte. Das Al(OH), 
wurde abgesaugt, zweimal mit 15 ccm Alkohol ausgekocht. Die vereinigten Fil- 
trate wurden zur Trockene eingedampft und der Riickstand aus CHCl, umkristalli- 
siert. 

Ausb. 210 mg (70% d.Th.). Aus Essigester werden Prismen erhalten mit 
einem ersten Schmp. von 180° (n. Rabald erster Schmp. 180°). Der zweite Schmp. 
von 216—217°, wie ihn Rabald angibt®*, war sehr unscharf und konnte trotz 
langeren Trocknens bei 110° nicht genau festgelegt werden. 

Dihydrostrophanthidol®*: 570mg Strophanthidin, gelést in 17,5 com 
Methanol p. A., wurden mit 345 mg vorhydriertem PtO, (nach Adams) in der 
Schiittelbirne hydriert. Nach 10 Stdn. war die Hydrierung beendet. 

Verbrauch an H,: 70 ccm (0°; 760mm Hg) = 100% d. Theorie. 

Ausbeute nach einmaligem Umkristallisieren aus Athanol und wenig Wasser: 
350 mg = 60% d. Th.; Schmp. 178°—187°. 

2. Kristallisation: 200 mg krist. Reinprodukt; Schmp. nach Trocknen bei 110°: 
194—195° (nach Jacobs: 195°). 

Versuche zur Isolierung des Reaktionsproduktes aus Strophan- 
thidin und konz. H,SO,: 500 mg reines Strophanthidin (Schmp. 171°) wurden 
in einer Kaltemischung allmahlich mit 10 com H,SO, (p. A.) versetzt. Die dunkel- 
braune viskose Lésg. wurde in ein GefaB mit 100 com Eiswasser gegossen, das in 
einer Kaltemischung stand. Unter Kiihlung wurde nun mit NaOH annahernd 
neutralisiert, wobei sich ein flockig voluminéser Niederschlag bildete, der sich iiber 
Nacht absetzte. Die iiberstehende Lésung konnte nunmehr dekantiert und der 
Niederschlag abzentrifugiert werden. Er wurde solange mit H,O nachgewaschen 
und erneut zentrifugiert, bis das Waschwasser neutral reagierte. 

Ausbeute nach Trocknen bei 110° an einem braunlich gelben Produkt: 375 mg 
= 75% d. Ausgangssubstanz. 

350 mg dieses Reaktionsproduktes haben wir mehrfach mit Aceton digeriert, 
abzentrifugiert und die gelbe Acetonlésg. sodann im Vakuum eingedampft. Man 
erhielt 20 mg eines gelben Pulvers, das sich in Aceton und Kisessig unter Gelb- 
farbung, kaum jedoch in Ather und Chloroform und nicht in Benzol, Petrolather, 
Athanol und H,0 liste. Es lieB sich leicht unter Gelbbraunfarbung in konz. H,SO, 
aufnehmen. 

Versuche, die amorphe Substanz zur Kristallisation zu bringen, miBlangen. 
Auch der in Aceton unlésliche Riickstand konnte nicht in kristallisiertem Zustand 
erhalten werden. Beide Produkte enthalten keine SO,H-Gruppe, da die Schwefel- 
probe negativ verlief. 


85 Da die Farbung der Reaktionslisungen sich innerhalb von 45—90 Min, 
nach Einleiten der Reaktion praktisch nicht andert, muB lediglich gefordert werden. 
daB die Messung nach 90 Min. beendet ist. Alle in dieser Arbeit angegebenen Werte 
sind innerhalb dieser Zeit gemessen worden. 

36 FE. Rabald u. I. Kraus, diese Z. 265, 39 [1940]. 
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Zusammenfassung 

1. Es wird eine quantitative, kolorimetrische Bestimmungsmethode 
fir Strophanthidin und Glykoside des k.-Strophanthins beschrieben, 
die auf deren Reaktion mit H,SO, beruht. 

2. Fiir alle Stroph.-H,SO,-Reaktionsgemische ist das Lambert- 
Beersche Gesetz giiltig. 

Die Reaktion ist fiir das Genin spezifisch, wird aber hinsichtlich 
der Lage und Hohe des Absorptionsmaximums durch den Zuckeranteil 
der Glykoside beeinfluBt. 

3. Die Reagenzien sind farblos und unbegrenzt haltbar. Die gelbe 
Farbe der zur kolorimetrischen Bestimmung verwendeten Reaktions- 
gemische bleibt unter den angegebenen Versuchsbedingungen mindestens 
3/, Stdn. unverandert, so daB ausreichend Zeit zur kolorimetrischen 
Auswertung zur Verfiigung steht. 

Minimal kénnen noch 0,5—1 y/eccm Stroph.-Lésung, d. s. etwa 
1,2 x 10-°—6 x 10-7 Mol/l nachgewiesen werden. 


Die Férderung der Adenosintriphosphatase — 
Aktivitat des Herzmuskelhomogenates durch embryonalen Herz- 
extrakt (»Corhormon«) 


Von 
Ernst Helmreich und Stefan Goldschmidt 


Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Miinchen 
und dem Organ.-chem. Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1952) 


Als wir, angeregt durch Untersuchungen Lettrés!, uns mit em- 
bryonalem Herzextrakt zu befassen begannen, standen wir zunichst 
vor der Aufgabe, eine geeignete Testmethode zu entwickeln. Da die Be- 
lastungspriifung der mit Corhormon vorbehandelten, schwimmenden oder 
laufenden Ratte schon infolge ihrer Langwierigkeit ungeeignet erschien?, 
die Verwendung der Gewebekultur aber fiir unsere Zwecke entfallen 
muBte, so sahen wir uns veranlaBt, einen neuen Weg einzuschlagen und 
das Prinzip einer enzymatischen Effektoranalyse® zur Testung 


1H. Lettré. Vortrag anlaBlich der Hauptversammlung der Gesellschaft 
Deutscher Chemiker, Miinchen, Sept. 1949. 

2 G. Kuschinsky, Naunyn-Schmiedebergs, Arch. exp. Pathol. Pharma- 
kol. 205, 424 [1948]; Klin. Wschr. 24, 468 [1947]. 

3 Als Effektoren bezeichnet man nach Bersin Aktivatoren und Inhibitoren 
von Fermentwirkungen. 

Eine Effektoranalyse beruht demnach auf der das Ferment hemmenden oder 
aktivierenden Wirkung des zu untersuchenden Stoffes. Die Analyse erfolgt durch 
Messung der GréBe dieser Beeinflussung (H. Stetter, Enzymatische Analyse. 
Verlag Chemie 1951). 
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des Wirkstoffes heranzuziehen. Eine solche Methode versprach zugleich 
die Moglichkeit, in den Wirkungsmechanismus selbst Einblick zu neh- 
men. Es war daher zunichst zu definieren, welche Wirkungen embryo- 
naler Herzextrakt im wesentlichen entfaltet. 


Corhormon zeichnet sich durch eine ausgesprochen wachstumsfoérdernde und - 


mitose-anregende Wirkung auf Fibroblastenkulturen aus, die sich in einer Foérde- 
rung der Teilungsbereitschaft der Zelle, einer Abkiirzung der Teilungsdauer von 
30 Min. auf 5—7 Min. und einer Beschleunigung der Zellbewegung auBert*. 

Nach Versuchen von Tér6‘* und Lettré‘ an Fibroblastenkulturen verzégert 
Corhormon in den ersten 10 Stdn. die Colchizinwirkung, ohne sie jedoch aufzu- 
heben. Dieser Effekt ist abhingig von der Reihenfolge der Zugabe der Agenzien, 
also nicht durch Verdraingung des Wirkstoffes durch den Antiwirkstoff zu erklaren. 
Corhormon stabilisiert anscheinend die Kernsubstanz, oder es verandert die Perme- 
abilitét der Zelle, so daB Colchizin zunichst nicht in das Myxoplasma ein- 
dringen kann. 

Ebenso kann die Trypaflavinwirkung durch Corhormon und Desoxyribonu- 
cleinséure aufgehoben werden (Lettré‘). . 

Bei der Mitose wird ebenso wie bei der Muskelkontraktion die bendtigte Energie 
durch Spaltung energiereichen Phosphats — ATP® — freigemacht. J. Brachet® 
verglich die Chromosomenverteilung im Verlauf des Teilungsvorganges mit der 
Muskelkontraktion, denn die Formveranderungen kontraktiler EiweiBelemente der 
Zellspindel zeigen auffallende Ahnlichkeit mit der Kontraktion einer Muskelfaser; 
auch bei der Kernteilung scheint eine Art Kontraktion der Kernsubstanz statt- 
zufinden. : 

Es ergibt sich die Frage, welchem Bestandteil des embryonalen 
Herzextraktes diese Wirkungen zuzuschreiben sind, oder welcher Faktor 
die Spaltung energiereichen Phosphates fordern kénnte’. 


Da im Muskel sowohl ein Ca’'-aktivierbares* wie auch ein Mg"’- 
aktivierbares ATPase-System® existiert, erscheint es denkbar, daB Cor- 


4 I. Téré, Arch. exp. Zellforschg. 22/23 [1939]; Mikroskop. anatom. Forschg. 
41, 1 [1937]; H. Lettré, Naturwiss. 31, 283 [1946]; 34, 127 [1949]. 
> Folgende gebrauchliche Abkiirzungen werden verwendet: 
P 


= Adenosintriphosphat, 
ATPase = Adenosintriphosphatase, 
ADP = Adenosindiphosphat, 
AMP = Adenosinmonophosphat, Adenosin-5-phosphorséure, Muskel- 
adenylsaure. 


° Zit. nach H. Lettré, Angew. Chem. 63, 421 [1951]. 

? Bereits die analytischen Untersuchungen Lettrés! haben ergeben, daB 18% 
des getrockneten Praparates als Gliihriickstand verbleiben, der zu 98,3% aus MgO 
besteht. Seine bisherigen Bemiihungen der Reinigung und Anreicherung haben 
Lettré annehmen lassen, da8 im embryonalen Herzextrakt ein organischer Mg- 
Komplex mit einer Polycarbonsiure unbekannter Struktur vorliegt. Schon 1949 
hat daher Lettré die Vermutung ausgesprochen: ,,Diese komplexe Magnesium- 
Verbindung kénnte entweder als solche oder nach Freigabe des Magnesiums als 
Aktivator spezifischer Fermente der Zelle wirken‘?. Allerdings lieBen sich die vor- 
hergehend beschriebenen Wirkungen des Corhormons auf Herzfibroblasten nicht 
durch anorganische Magnesium-Verbindungen reproduzieren. SchlieBlich sei darauf 
hingewiesen, daB Corhormon weder ATP, Nucleoproteide, Nucleoside, Steroide 
noch Acetylcholin, Adrenalin und Histamin enthalt (Lettré}> *). 

® K. Bailey, Biochem. J. 86, 121 [1942]. 
nn ® W. Wayne Kielley u. O. Meyerhof, J. biol. Chemistry 174, 387, 176, 2 
1948}. 








Coal 


Spee wap 











Bd. 290 (1952) 





Die Férderung der Adenosintriphosphatase 121 


hormon mittels seines Mg-Anteiles die Mg”’-aktivierbare ATPase foér- 
dern und somit den Chemismus der Zellteilung ebenso wie den der 
Muskelkontraktion beeinflussen kénnte. 

Auf Grund dieser Vorstellungen haben wir daher zunichst die 
Méglichkeiten und die Voraussetzungen der Anwendung einer Effektor- 
analyse eingehend untersucht und zu diesem Zwecke den Mg-Gehalt der 
zu testenden Substanzen analytisch bestimmt. Eine auf Grund der Mg- 
Analyse errechnete Menge Corhormon wurde sodann der ATPase des 
Rattenherzmuskelhomogenates als Effektor zugesetzt, um eine Wert- 
bestimmung des aktivierenden Mg-Anteiles im Corhormon vornehmen 
und mit einem aktivierenden anorganischen Mg-Salz vergleichen zu 
konnen. 


Bestimmung des Mg-Gehaltes von embryonalem Herzextrakt 


Wir haben uns zu diesem Zweck eines kolorimetrischen Verfahrens 
bedient, das in den letzten Jahren von amerikanischen Autoren ver- 
schiedentlich zur Bestimmung kleiner Mengen Mg in KoOrperfliissig- 
keiten und biologischen Substanzen herangezogen wurde. 


Tab. 1. Ubersicht iiber den Mg-Gehalt embryonalen Herzextraktes. 




































Gehalt - yon 
von an howe 
: 5 EiweiB 
1 M anorg wei 
Gaiam - ee Phosphat (qualitativ) 
nach Fallungsreaktion 
nach Fiske 10% 2% 
Methods F.C. Heagy* 1 u. Trichlor- _ Sulfo- 
Subbarow*| essigsiure  salicylsdure 
. 70y ** 
~ - 73 y (n. Veraschung) 0 0 *** 
68 y (n. AufschluB) 
Ch 4 
1 70 y 0 0 0 
Charge . 0 
Ill 58 y ote eats 
* Siehe exp. Teil. 
** Um uns iiber das Verhiltnis von freiem, ionisiertem zu komplexgebundenem 


Mg zu orientieren, haben wir Corhormon einem Aufschlu8 unterzogen. Somit ge- 
niigt bereits der Zusatz von 10% Trichloressigsiure und 4-n. Ndtronlauge, um das 
gesamte im Corhormon vorliegende Mg freizugeben und der analytischen Er- 
fassung zuzufiihren. 

*** Triibung in der Kalte, beim Erhitzen Aufhellung. Corhormon, das wenig 
oder kein Eiwei8 mehr enthalt, kann demnach auch keine Enzymeigenschaft mehr 
besitzen. 


Das Prinzip der Methode beruht auf der Bildung eines roten 
Mg-Hydroxyd-Titangelb-Komplexes, der bei Zugabe von Titangelb und 
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Natronlauge zu Mg-Ionen entsteht. Die kolloidale Lésung des Farb- 
komplexes wird durch Polyvinylalkohol stabilisiert und so kolori- 
metriert?®, 


Das enzymatische Testsystem 


Das AusmaB der enzymatischen Dephosphorylierung des ATP wird 
durch kolorimetrische Bestimmung des Zuwachses an anorgan. Phos- 
phat nach Fiske und Subbarow auf Grund folgender Reaktion messend 
erfaBt : 


ATP += ADP + PO,-— + 11000 cal. 


Enzymaktivitat und Reaktionsgeschwindigkeit 
pI 





’ 


/ 1 


ary 








aq 
ons Abb. 1. Zeit-Umsatz-Diagramm. Substrat: 0,35 ccm 
_— r, 6,7-10-8-m. Na, ATP. Endvol. 1,1 com. Temp. 37°, 
/ py 7,4. Ordinate: yP, abgespalten durch 2 mg Herz- 
/ homogenat. I: MgCl, (als Aktivator), II: Corhormon 
(als Aktivator), III: Leerversuch (ohne Aktivator). 























5 170 15 
Min. —> ; 
Zunachst haben wir uns an Hand des Zeitumsatzdiagrammes tiber 
den Reaktionsablauf ohne und mit Aktivator (MgCl,, Corhormon) orien- 
tiert™. Abb. 1 zeigt, daB Corhormon sowie MgCl, den Umsatz 


.10 R, J. Garner, Biochem. J. 40, 828 [1946]; F.C. Heagy, Canad. J. Res. 
Sect. E. 26, 6, 295 [1948]; M. Orange u. H.C. Rhein, J. biol. Chemistry 189, 1, 
379 [1951]. 

11 Da die Zeitumsatz-Kurven nur annihernd linear verlaufen und auch eine 
monomolekulare Reaktionsgleichung den Verhaltnissen nicht befriedigend gerecht 
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stark beschleunigen. Fiir die ATPase-Aktivitét des Herzmuskelhomo- 
genates bei Zusatz eines Aktivators léBt sich ein max. Qp-Wert!? von 
angenahert etwa 500 errechnen. 

Die Aktivitét eines Gewebehomogenates ist somit wesentlich ge- 
ringer als die Aktivitat eines reinen Enzyms (z. B. reines Myosin vgl.8, 9). 

Wenn auch das ATPase-System des nativen Herzmuskelhomo- 
genates nicht angereichert und daher nur in geringer Konzentration 
vorliegt, so erscheint die Verwendung eines Gewebehomogenates als 
Enzymquelle zum Zwecke einer enzymatischen Effektoranalyse durch- 
aus geeignet, denn die Reaktion verliuft mit MgCl, oder Corhormon als 
Aktivator iibersichtlich und vergleichbar, wie aus Abb. 1 abgeleitet 
und errechnet werden kann!%, 





























Substratsaéttigung 
a4 
is oe Cee. 
al ed 
20 
5 eae mange a 


25 30 
x-10 *m.Na, ATP (Endkonzentration) —> 
Abb. 2, Aktivitétskurve von 2 mg Herzhomogenat, 40 y Mg als Aktivator und 
15 Min. Bebriitungszeit. 


Aus Abb. 2 ist zu ersehen, daB das Enzym bereits bei einem 
ATP-Zusatz von 1,5 x 10-%-m.-Na,ATP-Endkonzentration ausreichend 
mit Substrat versorgt ist. Die héchste enzymatische Aktivitat ist aber 
bei Zusatz von ATP in einer Endkonz. von 2,1 x10-3-m. zu erzielen. 


wird, haben wir schlieBlich noch die Anfangsgeschwindigkeit als Ma8 der Enzym- 
aktivitat errechnet, wobei 
zt = 5.8 y P/Min. 


ergab (E. Bruniusin Bamann-Myrbick, Methodender Fermentforschg. Bd. 1, 
S. 744 [1941]. 
#2 Als Aktivitatseinheit gilt allgemein der Qp-Wert: 
22.4 60 
es [: =) 
P "mg NX 6.25 

Die Aktivitatseinheit wird demnach ausgedriickt durch das Volumen eines hypo- 
thetischen Gases (in mm), aquivalent zur Menge P (in y), die durch 1 mg Enzym- 
protein in 1 Stde. freigesetzt wird. ; 

18 Hingegen scheint die Verwendung einer isolierten Mg’-aktivierbaren, 
wasserléslichen ATPase zum Zwecke einer jederzeit einwandfrei reproduzierbaren 
biologischen Wertbestimmung schon infolge ihrer gro8en Instabilitét und dem 
rapiden Aktivitatsabfall dieses Enzyms ungeeignet?. 
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Der geringfiigige Abfall der Aktivitaétskurve (von 23 ATPE auf 
20 ATPE"™) bei Zusatz gréBerer Mengen ATP ist wohl auf Verunreini- 
gungen des Substrates zuriickzufiihren (Rowles u. Stocken sowie 
Bailey, 1. c.?°). 


Abgrenzung der an der enzymatischen Dephosphory- 
lierung des ATP beteiligten Enzyme 


Seit den Arbeiten von Engelhardt und Liubimova” gehéren die ATPase 
des Muskels und die Frage ihrer Identitat mit Myosin, ihre BeeinfluBbarkeit durch 
Aktivatoren und schlieBlich der funktionelle Zusammenhang mit der Muskel- 
kontraktion zu den eingehend bearbeiteten Gebieten der Biochemie. 

Bailey® hat gezeigt, daB Ca’ der spezifische Aktivator der Myosin-ATPase 
ist, wahrend Mg** (107*-m.) die ATPase-Aktivitat des Myosins weitgehend unter- 
bindet. Am eindrucksvollsten verlauft die Ca-Aktivierung bei Skelettmuskel- 
myosin, wahrend die ATPase-Aktivitaét von Herzmuskelmyosin durch Ca’* nicht so 
auffallend gefordert wird. 

Hingegen wird nach Untersuchungen von Szent Gydérgyil® die ATPase- 
a aeige (jedoch nur des kontrahierten Aktomyosin-Gels) durch Mg” stark ge- 

ordert. 

Die Isolierung einer Mg-aktivierbaren, Myosin- und aktinfreien ATPase 
des Muskels von Lipoidcharakter durch Kielley und Meyerhof?, wie sie vorher 
von Lohmann” im wasserigen frischen Muskelextrakt beschrieben wurde, ist 
bedeutungsvoll.-Das pq-Optimum dieser Mg-aktivierten, wasserléslichen ATPase 
liegt etwa bei pq 7, Ca’ inhibiert die Aktivitat stark. Hinsichtlich ihrer Aktivierung 
durch Ionen verhalt sich demnach die Mg-aktivierte, wasserlésliche ATPase 
antagonistisch zum Ca-aktivierten Myosin. 

Infolge ihres Aktivitatsoptimums bei neutralem py und des hohen Mg-Ge- 
haltes des lebenden Muskels haben Kielley und Meyerhof?® zweifelsohne zurecht 
behauptet, daB unter physiologischen Bedingungen diese Mg-aktivierbare ATPase 
hauptsachlich fiir die Dephosphorylierung des ATP verantwortlich gemacht werden 
muB. Desgleichen diirfen wir annehmen, da8 auch in unserer Versuchsanordnung 
hauptsachlich die wasserlésliche Mg-aktivierbare ATPase an der enzymatischen 
Dephosphorylierung des ATP beteiligt ist}®. 


Die enzymatische Dephosphorylierung von ATP 
durch Leberhomogenat 
Wie Tab. 2 zeigt, setzt Leberhomogenat als Enzymquelle unter ent- 
sprechend gleichen Bedingungen wesentlich weniger P frei als Herz- 
muskelhomogenat. 
Auch der physiologische Wirkungsbereich des embryonalen Herz- 
extraktes, ebenso wie die fragliche Spezifitat!® der Leber-ATPase*® 








14 Wir bezeichnen die Aktivitaét der ATPase nach Du Bois und Potter in 
ATPase-Einheiten (ATPE) (K.P. Du Bois u. V.R. Potter, J. biol. Chemistry 150, 
185 [1943]). ATPase-Einheiten werden ausgedriickt in yP, die von 1 mg frischem 
Gewebehomogenat in 15 Min. bei 37° aus dem ATP abgespalten werden. 
r9s9}, W. A. Engelhardt u. M.N.Liubimova, Nature [London] 144, 668 

9]. 

16 A. G. Szent Gydérgyi, Chemistry of Muscular Contraction. New York 1947. 

17 K. Lohmann, Biochem. Z. 281, 264 [1934]. 

18 In welchem Umfange die Myokinase unsere Versuche beeinflussen kann, 
entzieht sich unserer Kenntnis (H. Kalckar, J. biol. Chemistry 148, 127 [1943]). 

19 Anscheinend liegt in der Leber ein System substrat-spezifischer und 
unspezifischer Pyrophosphatasen und Phosphormonoesterasen vor (T. Sahtoh, 
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lieB die Verwendung von Leberhomogenat als Enzymquelle ungeeignet 
erscheinen. 


Tab. 2. Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse mit Leber-Homogenat. 











Versuch Corhormon | fFffektoren- % 
MgCl, |} ——~—_|_ Endkonz. diana. Streuung 
36 Sree in oe 
Nr. a | yMg M x 107%-m. poe, & i 
m y) 
& oil tains Mg in 15 Min. 
I] 80 -- ~- 3,0 16 44 
41 II } 161 a -— 6,0 14 38 2,0 
III | 241 —_— a= 9,0 14 38 
I — 0,5 34 1,3 15 41 
42 II — 1,0 68 2,6 12 33 5,2 
Ill} — 1,5 | 102 3,9 10 27 


























Allgemeine Anmerkung zur Auswertung der Versuchsergeb- 
nisse: Fiir unsere Zwecke haben wir das Ausma8 der enzymatischen Dephos- 
phorylierung auSer in Aktivitaétseinheiten (ATPE) noch registriert in % des 
méglichen abspaltbaren P des im Versuchsansatz vorhandenen Substrates (ATP). 
Auf Grund analytischer und enzymatischer Untersuchungen?®, sowie den Angaben 
der Herstellerfirma ist das von uns verwendete ATP-Praparat (ATRIPHOS. 
Hersteller: Laboratori Biochimici S. A. Ziirich) allerhéchstens 80% reines 
Na,ATP. Es enthalt geringe Mengen anorgan. Phosphat. Somit kénnen aus 
0,35 ccm einer 6,7 x 10-8-m. Na,ATP-Lésung max. 72,85 yP abgespalten werden, 
was als 100% des méglichen abspaltbaren P zu bezeichnen ware. 

Einteilung der Versuche: Eine Versuchsreihe besteht aus 4 Gruppen- 
versuchen zu je 5 Ansatzen (3 bebriitete Proben und 2 Blindproben). Die Gruppe 4 
lauft als Leerversuch ohne Effektorzusatz; sie konnte jedoch aus fast allen Tabeller 
der vorliegenden Arbeit weggelassen werden, weil nur Versuchsreihen ausgewertet 
und zum Vergleich herangezogen wurden, deren Leeraktivititen keine gréBeren 
Streuungen wie 10—15% aufwiesen. Die Aktivitat eines Herzmuskel-Homogenates 
ohne Effektorzusatz betragt etwa 12 + 1 ATPE, d.s. etwa 33% des méglichen, 
abspaltbaren P. 

Jede Versuchsreihe wurde zweimal wiederholt. Insgesamt sind etwa 1000 
Versuchsproben analysiert worden. 

Versuchsfehler: Die Streuung der Versuchsreihen liegt etwa bei 1O—15%, 
hervorgerufen durch die unterschiedliche Aktivitat der Homogenate verschiedener 
Versuchstiere. Wir haben daher in Kurven, denen MeBpunkte verschiedener Ver- 
suchsreihen zugrunde liegen, den Streubereich eingezeichnet (vgl. Abb. 3). 

Hingegen ist die Streuung innerhalb einer Versuchsreihe gering?! (vgl. oc). 


zit. nach Du Bois u. Potter). Hingegen nehmen Du Bois und Potter auf 
Grund eigener Versuche an, daB in der Leber eine spezifische ATPase existiert}*. 

20 Hierzu reichen chemische Methoden (Bestimmung von N, Pentose und 
Phosphat) nicht aus. ATP-Praparate sind meistens durch wechselnde Mengen 
anorg. Pyrophosphat verunreinigt, zu dessen Bestimmung Rowles und Stocken 
Pyrophosphatase aus Hefe empfehlen. Diese Autoren diskutieren auch die Még- 
lichkeit einer Verunreinigung von ATP durch ein organ. Metaphosphat ( S. L. 
Rowlesu. L. A. Stocken, Biochem. J. 47, 4, 489 [1950]; K. Bailey, Biochem. J. 
47, 4, 492 [1950]). 

21 Vgl. H. Gebelein u. H.I. Heite, Statistische Urteilsbildung, S. 130. 
Springer Verlag (1951). 
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Die Beeinflussung der enzymatischen Dephosphorylierung 
des ATP durch anorganische Effektoren 
(Ca- und Mg-Ionen) 
Tab. 3. Einflu8 anorganischer Effektoren. 



































Versuch MgCl, CaCl, % 
Endkonz. Endkonz. e 
= in in in in ATPE , a 
5 x 10-3-m, Ca xX 10-3-m. mg Gewebe 
& |v Ms Mg r Ca in 15 Min. 
a) 0,2 cem 6,7 x 10-8-m. Na,ATP; 0,6 com Endvolumen 
A I —_— — 80 3,3 9 43 
B I 40 2,8 — — 18 86 
b) 0,2 ccm 6,7 x 10-%-m. Na,ATP; 1,1 com Endvolumen 
I I — — 80 1,8 8 38 
K I 40 1,5 — — 18 86 
c) 035 cem 6,7 x 10-3-m. Na,ATP; 1,1 com Endvolumen 
I -_— — 140 3,2 19 52 
Ss I 40 1,5 = = 25 69 























Zu Tab.3. a): Die hier angegebene Versuchsanordnung ent- 
spricht den Angaben von Du Bois und Potter. Wie aus Tab. 3a er- 
sichtlich, aktiviert Mg als Effektor (Endkonz. 2,8 x 10-%-m.) die Reaktion 
hinreichend. Nachdem aber die Abspaltung bereits 86° des méglichen 
abspaltbaren P erreicht hat, kann die Reaktion bereits infolge Sub- 
stratmangels zum Stillstand gekommen sein. 

Hingegen aktiviert Ca (Endkonz. 3,3 x 10-%-m.) ungeniigend. Da nur 
43°%, des méglichen abspaltbaren P freigesetzt wurden, kann kein Sub- 
stratmangel vorliegen. Anscheinend ist der Effektorzusatz nicht optimal 
gewahlt. 

Zu Tab. 3. b): Erhoht man das Endvolumen der Reaktionsmischung 
von 0,6 ccm auf 1,1 ccm, so vermindert man entsprechend die End- 
konz. aller Reaktionsteilnehmer fast auf die Halfte, wobei aber das Ver- 
hiltnis Ferment zu Effektor und Ferment zu Substrat unverandert 
bleibt. Daher muB auch, wie zu erwarten, die Aktivitiét der Dephos- 
phorylierung unverandert bleiben. Demnach ist fiir die Aktivitaét des 
Enzyms nicht die Konzentration der Reaktionsteilnehmer, sondern 
nur ihr Mengenverhaltnis maBgebend. 

Es muB sich demnach auch in unserem System ein optimales Ver- 
haltnis der Reaktionspartner als Voraussetzung optimaler Aktivitiit 

ermitteln lassen. 

Zu Tab. 3. c): Wenn auch Ca’* nunmehr ausreichend aktiviert, so 
ist doch Mg” der wesentlich wirksamere Aktivator, denn man bendétigt 
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annahernd viermal mehr Ca’ (140y) als Mg” (407), um die ATPase 
ausreichend aktivieren zu kénnen. Zwar ist (Tab. 3a) die Ca-Endkonz. 
(3,2 x 10-%-m.) gleichgeblieben, jedoch enthalt die Reaktionslésung nun 
insgesamt mehr Ca” (statt 80y jetzt 140), da ja das Endvolumen an- 
nihernd verdoppelt wurde. Daher verhalt sich nun Ferment: Effektor 
annihernd 1:2, wihrend vorher die ungiinstige Proportion 1:1 vorlag**. 

Hingegen ist die Aktivitaét durch MgCl, nur noch geringfiigig an- 
gestiegen. Man darf wohl annehmen, daB die Aktivierung mit 25 ATPE 
bereits ihr Optimum erreicht hat, was auch mit Ergebnissen von Du 
Bois und Potter iibereinstimmt, die fur Rattenherzhomogenate, aller- 
dings bei Verwendung von Ca” als Effektor 21—27 ATPE angeben' *°, 
Da wir auch die Substratmenge erhéht haben, um einerseits einem Sub- 
stratmangel vorzubeugen und andererseits die experimentell gefundene, 
optimale Substratsattigung des Enzyms zu erreichen, so muB allerdings 
die prozentuale Phosphatabspaltung niedriger liegen. 


Die Beeinflussung der enzymatischen Dephosphorylierung 
des ATP durch embryonalen Herzextrakt 


Vergleichende Untersuchungen iiber die Effektorwirkungen 
magnesiumhaltiger und magnesiumfreier Corhormonlésungen 


Auf Grund des analytisch gesicherten betrachtlichen Mg-Gehaltes 
des embryonalen Herzextraktes war zunachst zu untersuchen, welche 
Bedeutung dem Mg-Anteil fiir die Effektorwirkung des embryonalen 
Herzextraktes zukommt. Daher waren Versuche anzustellen, ob Cor- 
hormon, dessen Mg** gegen Na’ ausgetauscht wurde, auch als Aktivator 


wirken kann. 

Kationen Austauscher: Wofatit KS*4 max. Beladungskapaz. in Millival/g:2,45 
austauschaktive Gruppe —SO,H, wurde mit 10-proz. NaCl-Lésung beschickt und 
so mit Na’ besetzt. 500—1000 mg embryonaler Herzextrakt in Substanz, gelést in 
Leitfahigkeitswasser, wurden (etwa 1 mg/ccm Lésungsmittel) durch den Aus- 
tauscher gegeben. Durchlaufgeschwindigkeit etwa 1lccm in 30Sek. Der Mg- 
Anteil des embryonalen Herzextraktes wurde restlos gegen Na’ ausgetauscht”>. 
Die ausgetauschte Lésung war auf Grund der Mg-Analyse frei von Mg’. Den an 
der Saule verbliebenen Mg-Anteil eluierten wir sodann wieder mit 10-proz. NaCl- 


22 Stéchiometrische Beziehungen bestehen auch zwischen Aktivator und 
Substrat. So gibt Bailey® fiir die Myosin-ATPase 1 Ca’’ zu 2 ATP als optimal an. 
Lohmann (Biochem. Z. 262, 137 [1933]) fand ein Verhaltnis von 2 Mg” zu 1 P,O, 
ausreichend fiir eine maximale Aktivitét der Pyrophosphatasen von Leber und 
Muskel. 

2 JT. E. Kimurau. K. P. Du Bois, Science [New York] 106, 370 [1947]. 

24 Vgl. G. Dickel u. K. Titzmann, Angew. Chem. 68, 450 [1951]. 

25 Die Harzaustauscher sind Stoffe, die eine Unterscheidung von freien Ionen 
und Komplex-Ionen erlauben (Naturwiss. $7, 211 [1950]). So hat Klement das 
Serum-Calcium mit Wofatit-Austauscher gegen Na’ ausgetauscht. Da das freie 
ionisierte Ca'* ebenso wie das gebundene ,,komplexe“ Calcium ausgetauscht wird, 
folgerte er, daB die ,,komplexe“‘ Bindung des Ca’’ an Serum-Protein, wenn sie 
iiberhaupt angenommen werden darf, sehr schwach sein mu8. Ebenso machen 
unsere Befunde die Annahme einer festeren Komplexbindung des Mg” im Corhor- 
mon unwahrscheinlich. In die gleiche Richtung weisen auch unsere analytischen 
Untersuchungen. 
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Lésung und fanden — auf Grund der Analyse — annahernd das nach der Be- 
rechnung zu erwartende Mg” wieder. b 


Tab. 4. Vergleichende Versuche mit Mg-haltigem und Mg-freiem Phiatimenies. 








Versuch |MgCl, | Corhormon | Effektoren- % 
Endkonz. 
&. a in on in ATPE| abgesp.d. | Streuung 
Nr. | 5 x 10-3m 2 mg Gewebe o 
& |7Mg| mg |y Mg Mg in 15 Min. 





Mg-haltiges und Mg-freies Corhormon 



































I — 0,29 | —! — 11 30 
26 II a 0,29 15 0,6 19 52 1,7 
IV — — — — 11 30 
I — 0,29 —! — 13 36 
38 II — 0,29 17 0,7 20 : 55 2,8 
IV — — — — 13 36 
Mg-freies Corhormon und Mg(Cl,-Zusatz 
28 Ill 13 0,29 | —! 0,5 19 52 0,5 
I | “so | 0,12 | —! 3,0 23 _ 63 
51 II | 120°] 0,12 | —! 4,5 21 58 2,9 
III | 161 0,12 | —! 6,0 19 52 


Anm.: py der Lésung vor dem Durchlaufen des Austauschers py 7,5. 
py der Losung nach dem Durchlaufen des Austauschers py 6,8. 


Unsere Protokolle (Tab. 4, Vers. 26 u. 38) beweisen augenscheinlich 
die Bedeutung des Magnesiums fiir die Aktivatorwirkung des Cor- 
hormons. Mg-freies, ausgetauschtes Corhormon ist unwirksam. Da durch 
den Austauschvorgang kaum eine das Optimum der Enzymreaktion 
beeintrachtigende py-Verschiebung stattgefunden hat, ist die Unwirk- 
samkeit der Mg-freien Corhormonlésung tatsichlich auf den Austausch 
von Mg” gegen Na’ zuriickzufiihren. 

Folgerichtig war nun zu priifen, ob durch Zugabe von Mg” zur Mg- 
freien Corhormonlésung eine Reaktivierung erfolgt und wie sich die 
Aktivierungskurve verhalt, wenn man der Mg-freien Corhormonlésung 
steigende Mengen MgCl, zusetzt. 

Durch Zugabe einer dem entfernten Mg” entsprechenden Menge 
MgCl, zu dem Mg-freien, ausgetauschten Corhormon kann die Wirkung 
wieder voll hergestellt werden (Vers. 28). 

Vers. 51 wurde daher angestellt, um zu entscheiden, ob nun tat- 
sichlich die Mg-Corhormon-Verbindung als solche reaktiviert wurde, 
oder ob lediglich der Mg-Zusatz als Effektor wirkt. 

Die Reaktion wird demnach ausschlieBlich vom MgCl,-Zusatz be- 
stimmt. Hieraus resultiert eine Aktivitit, die ebenso durch den Zusatz 
von MgCl, allein erzielt werden kann (vgl. Tab. 6). Der Mg-freie Cor- 
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hormon-Anteil wire so lediglich eine unwesentliche, inaktive Bei- 
mengung”®, 


Vergleichende Untersuchungen iiber die Effektorwirkungen 

von Corhormon, MgCl, und einer Mischung, die Corhormon 

und MgCl, in verschiedenem Verhaltnis und verschiedener 
Konzentration enthalt 





25 


AIPE —> 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 





20 























Ejfektorenendkonzentration: x 10~2m.Mg —> 
Abb. 3. (Vgl. Tab. 5, 6 u. 7.) Vergleichende Untersuchungen iiber Effektorwirkun- 
gen von Corhormon, Mg.Cl, und einer Mischung, die Corhormon und MgCl, in ver- 
schiedenem Verhaltnis und verschiedener Konzentration enthalt. 
O = MgCl,, A =Corhormon, © = Corhormon + MgCl, als Effektormischung, 
E = Streubereich der MgCl,-Werte, [[]I] Streubereich der Corhormon-Werte, 
— = Verschiebungs-Richtung. 


26 Da bei der Elution des an der Saule verbliebenen Mg-Anteils des Cor- 
hormons das Eluat selbst noch gelblich gefarbt ist und schiumt, muB anscheinend 
beim Austauschvorgang ein organ. Rest — an der Saule adsorptiv gebunden — 
verblieben sein. Infolge des besonderen Interesses, das dieser Mg-haltige Anteil 
beansprucht, soll die weitere Aufarbeitung und Testung des Eluates nach Ab- 
schlu8 der Versuche in einem anderen Zusammenhange behandelt werden. 
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Die Aktivierung wird durch wechselnde Mengen Corhormon in 
einem Bereich von 150 y—l,5 mg, entspr. einem Mg*’Gehalt von 
10 y—100 y Mg”, abhangig von der Konzentration unterschiedlich be- 
einflu8t. Bis das Wirkungsoptimum (bei einem Corhormonzusatz von 
500 y entsprechend etwa 34 y Mg’) erreicht wird, steigt die Aktivitat 
an, sodann fallt sie ab. 

Tab. 5. Aktivatorwirkung von Corhomon. 

















Versuch —|MgCl, | Corhormon | Effektoren- he £ 
<a eee abgespalten | Streuun 
2 “ m4 ; Endkonz. ATPE dead g 
Me, 1 | ee | aoe | ate o> aa 2mgGewebe| 7 
o ys 8 ye 1 * es in 15 Min. 
Ill = 0,15 10 0,39 19 52 
21 II ~- 0,25 17 0,65 21 58 2,1 
I — 0,5 34 1,2 22 60 
I -- 0,5 34 1,3 22 60 
17 II a= 1,0 68 2.6 18 49 2,5 
itl | — 1,5 102 3.9 16 44 























Die Corhormonkurve (vgl. Abb. 3, Kurve 4) ist als Eichkurve zu 
betrachten, sie erlaubt demnach eine hinreichend genaue Bestimmung 
von Corhormon jn Mengen von 150 y—1,5 mg auf Grund seiner Wirk- 
samkeit als Aktivator der enzymatischen Dephosphorylierung von ATP. 

Man ist somit berechtigt, die Aktivatorwirkung des Mg-Anteils zur 
enzymatischen Testung des Corhormons heranzuziehen. 

In den Versuchen der Tab. 6 u. 7 sollte experimentell entschieden 
werden, ob die Aktivatorwirkung des Corhormons sich vollig durch 
aquivalente Mengen eines anorganischen Mg-Salzes ersetzen laBt und 
ob eine erhéhte Aktivierung durch Zusatz von Mg” zum organ. Mg- 
Aktivator (Corhormon) erzielt werden kann. 


Tab. 6. Aktivatorwirkung von MgCl... 





























Versuch | MgCl,| Corhormon o Pp 
Effektoren- abg Mu spalten St 

x | Bf im | in | in Endkonz. | ape} durch pba 

ANT. ) 2 2 mg Gewebe o 
& | yMg | me | yMg |x 10-°-m.Mg in 15 Min. 
Ill 7 — ~- 0,25 18 49 

12 I 40 — — 1,5 24 66 2,2 
II | 241 = — 9,0 15 41 

I 40 —- —- 1,5 25 69 

18 II | 120 as — 4,5 20 55 1,9 
III | 241 - = 9,0 16 44 

15 II | 201 — — 7,5 17 47 1,0 


























MgCl, ist also etwas aktiver als Corhormon. Nach Uberschreiten 
des Wirkungsoptimums fallt die MgCl,-Aktivierungskurve flacher ab als 
die entsprechende Corhormon-Aktivierungskurve. 
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Tab. 7. Aktivatorwirkung von Corhormon mit MgCl,-Zusatz. 




















Versuch MgCl, | Corhormon % ~P 
Effektoren- * gesp alten | g¢ 
°n | Streuun 

x |B) im | in | in Endkonz. | \TPE| — durch 8 
Nr. e 2 ‘owebe o 

& | yMg | mg | yMg |x 10-%-m. Mg mis Min. 
3] i — 0,25 17 0,65 66 2,6 

II 40 0,25 17 2,15 2 58 
14 Iil 40 0,5 34 2,8 20 55 0,5 
29 II —_— 0,5 34 1,3 23 63 0.8 
““ | IIT | 161 | 0,6 34 7,3 17 47 . 
19 I ~- 1,0 68 2,6 20 55 19 

III 80 1,0 68 5,6 ’ 17 47 “ 


























Eine Mischung von MgCl, und Corhormon verhalt sich hinsichtlich 
ihrer Aktivatorwirksamkeit wie reines Corhormon, solange der Gesamt- 
Mg-Gehalt der Mischung nicht zu hoch wird und die Menge des zuge- 
gebenen Magnesiums die im Corhormon vorhandene Mg-Menge nicht 
wesentlich iibersteigt, d.h. MgCl, wirkt innerhalb der angegebenen 
Grenzen wie ein entsprechender Corhormon-Zusatz (Vers. 31, 14). Erst 
wenn das Verhiltnis betraichtlich zugunsten des MgCl, verschoben ist, 
wird die Aktivierung vom MgCl,-Anteil bestimmt (Vers. 32, 19). 

Die Annahme Lettrés!, Corhormon wirke vermittels seines Mg- 
Anteils als Ferment-Aktivator?’, hat sich demnach experimentell be- 
legen lassen. 


Fiir diese Aktivatorfunktion scheint aber das Corhormon mit sei- 
nem organ. gebundenen Magnesium im Vergleich mit einem anorgan. 
Mg-Salz gewisse Vorteile aufzuweisen, denn anscheinend bevorzugt das 
Enzym bei Zugabe beider Effektoren in einem gewissen Bereich das 
Corhormon als Aktivator. 


Corhormon entfaltet somit in Anwesenheit von Mg” im physiolo- 
gischen Bereich gewissermaBen eine Pufferwirkung?*. Es fungiert als 
regulierendes Coferment, das die Reaktion sowohl beschleunigen wie 
auch bremsen kann, sobald je nach der Verteilung einmal die organ. 
Mg-Verbindung, einmal mehr das anorgan. Magnesium die Reaktion 
bestimmt??. 


27 Corhormon behilt seine Aktivatorwirkung auch nach 1-stdg. Kochen. 

28 Es scheint so, als ob embryonaler Herzextrakt in gewissem Umfang noch 
Mg” binden kann, vielleicht in ahnlicher Form wie der Mg-Anteil des Corhormons 
selbst gebunden ist. 

29 In diesem Zusammenhang darf kurz auf Befunde P.Ohlmeyers, Z. Natur- 
forschg. 1, 23 [1946], hingewiesen werden, nach denen Magnesium in den Phospha- 
tasen des Harns und der Prostata als schwer dissoziierendes Metallproteid vor- 
liegen soll. 

g* 
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Diskussion 


Die von uns vorgelegte Arbeit beschreibt die Férderung der ATPase- 
Aktivitaét durch embryonalen Herzextrakt*®. 

Fir die Aktivatorwirkung ist zweifelsohne der Mg-Anteil des 
embryonalen Herzextraktes von ausschlaggebender Bedeutung. Dies 
folgt schon daraus, daB Corhormon, dessen Magnesium gegen Natrium 
ausgetauscht wurde, inaktiv ist. Corhormon fungiert somit mittels 
seines Mg-Anteiles als ein Coferment der ATP-Dephosphorylierung. Wenn 
auch sicherlich anzunehmen ist, daB hiermit die biologischen Wirkungen 
des Corhormons noch nicht erschdpfend erfaBt sind, weil wir wissen, 
daB dem Magnesium im Reaktionsablauf verschiedener enzymatischer 
Umsetzungen eine bedeutende Rolle als Coferment zukommt, so wollen 
wir hier nur die Méglichkeiten diskutieren, die sich zwanglos aus un- 
seren experimentellen Befunden ergeben. 

Zwei Wirkungen des embryonalen Herzextraktes stehen im Vor- 
dergrund des Interesses: Der EinfluB auf den Chemismus der Muskel- 
kontraktion und der Zellteilung. 


,,2wischert dem funktionellen Zustand des Aktomyosins, der Oxydation und 
der Dephosphorylierung, besteht ein Zusammenhang. Spaltet Aktomyosin ATP, 
so kontrahiert es sich, eine Reaktion, die durch Mg’ (und Ca’) aktiviert wird**. 
Hort die ATP-Spaltung auf, so tritt Erschlaffung ein, wobei ATP einen Zustand 
hoher Dehnbarkeit gewahrleistet, was man als reversible Weichmacherwirkung des 
ATP bezeichnet*!. 

Nach H.H. Weber und seiner Schule* ist die Erschlaffung der thermo- 
dynamisch freiwillige und die Kontraktion der unfreiwillige Anteil des Arbeits- 
zyklus. Hierauf braucht jedoch in diesem Zusammenhange nicht naher eingegangen 
werden, da wir lediglich die Bedeutung, die dem Magnesium in dem komplexen 
Geschehen der Energiefreisetzung zukommt, skizzieren wollten. 

Ebenso abhangig vom funktionellen Zustand des Aktomyosins verlauft auch 
die Oxydation im Muskel, wie Biro und Szent Gyérgyi?® am Beispiel der Bern- 
steinséureoxydation experimentell nachgewiesen haben. Denn nur im kontrahierten 
Zustand ist der Muskel zur Bernsteinsiureoxydation faihig, die in demselben Um- 
fange und gleichartig durch Mg” (und Ca’) aktiviert wird wie die ATP-Spaltung.“ 


Eine ebenso wesentliche Funktion wie bei der Muskelkontraktion 
hat das Magnesium anscheinend bei der Zellteilung zu erfiillen, denn 
Zellkerne verfiigen nach Lang iiber ein kraftig wirkendes ATP spal- 
tendes Enzym. Die bei der ATP-Spaltung freiwerdende Energie reicht 


30 1943 schrieben Du Bois und Potter bei einer Diskussion der Anwendungs- 
méglichkeiten ihrer Methode: ,,Studien iiber die Aktivierung und Hemmung des 
ATPase-Systems durch Verbindungen physiologischer Bedeutung, seien von be- 
trachtlichem Interesse hinsichtlich der speziellen biochemischen Wirkung solcher 
Substanzen“‘!*, In der Zwischenzeit sind bereits verschiedene Untersuchungen 
bekannt geworden, die sich mit einer Beeinflussung der ATPase durch physiolo- 
gisch und pharmakologisch bedeutsame Stoffe, z. B. Acetylcholin, Digitalis., be- 
fassen (vgl. ]. c.14 23, R. Hegglin, H. Grauer u. R. Miinchinger, Experientia 
[Basel] 5, 127 [1949}). 

31 Vgl. z. B. H. Portzehl, Z. Naturforschg. 7b, 1 [1952] u.a.a.O. 
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groBenordnungsmaBig aus, um die synthetischen Leistungen des Zell- 
kerns bei der Mitose zu erméglichen®. 

Moglicherweise greift nun Corhormon vermittels seines Magnesium - 
Anteils direkt in dieses Aktivator-Fermentsystem ein, indem es die 
ATP-Spaltung fordert und: so die Bereitstellung von Energie fiir den 
Teilungsvorgang wie auch fiir die Muskelaktion erleichtert. Unsere Un- 
tersuchungen iiber die Aktivatorwirkungen von Mg” und der im Cor- 
hormon vorliegenden organischen Mg-Verbindung auf die ATPase des 
Herzmuskelhomogenates erméglichen somit eine Aussage iiber den 
mutmaBlichen biochemischen Wirkungsmechanismus, der den ein- 
drucksvollen biologischen Effekten dieser Substanz, vor allem der Mi- 
tose- und Wachstum anregenden Wirkung auf Herzfibroblasten zu- 
grundeliegt**. 


Experimentelles 


Bestimmung des Mg-Gehaltes von embryonalem Herzextrakt 
Methodik 
Allgemeines 


Da die verwendete Titangelblésung instabil ist, verlangt jede Bestimmung 
einer unbekannten Mg-Menge zugleich die Aufstellung einer Eichkurve mit be- 
kannten Lésungen im Bereich von 10 bis 100 y Magnesium. Diese Kurve verlauft 
linear. Der absolute Mg-Gehalt der zu bestimmenden unbekannten Mg-haltigen 
Lésung kann sodann auf Grund der Extinktion auf der Eichkurve abgelesen werden. 
Gemessen wurde mit einem Leitz-Photometer (Leifo). Filter 530 my. Schichtdicke 
lcm. 

Spezielles 

Zu 2 ccm Lésung, 1 mg Corhormon enthaltend, werden 4 ccm Leitfahigkeits- 
wasser, 2ccm 10-proz. Trichloressigsiure, 1 ccm einer Polyvinylalkohol-Lésung 
1: 1000*, 1 ccm 0,05-proz. Titangelb-Lésung (Titangelb p. A. Merck) und 2 ccm 
4-n. NaOH gegeben. Die Lésung wird gut durchmischt. Ergeben Corhormon- 
Lésungen (Charge I und Charge II) bei Zugabe von Trichloressigsiure keine Triibung, 
so kénnen sie direkt bestimmt werden, anderenfalls miissen sie durch Abzentrifu- 
gieren oder Filtrieren geklart werden (z. B. Charge III). 

Zur Bestimmung des Blindwertes fiir Wasser und Gerait werden die 2 ccm 
Lésung jeweils durch 2ccm Leitfahigkeitswasser ersetzt. Zur Bestimmung der 
Eichwerte setzt man dann entspr. 2 ccm einer MgSO,- oder MgNH,PO,-Lésung ge- 
wiinschter Konzentration zu. 


AufschluB von Corhormon 


Veraschung: Es wurden 5mg Corhormon im Pt-Tiegel verascht. Der 
Glihriickstand wurde in 0,2 ccm konz. H,SO, aufgenommen, mit 4-n.NaOH 


32 K. Lang. u. G. Siebert, Biochem. Z. 822, 196 [1951]. Die Primarreaktion 
des Zellkerns, die die Mitose einleitet, scheint die vermehrte Synthese von Des- 
oxyribonucleinséure zu sein, die ebenfalls durch Magnesium aktiviert wird (K. 
Lang, Colloq. f. physiol. Chem., Mosbach [April 1951]; ref. i. Angew. Chem. 68, 313 
[1951]. Die Entstehung der Desoxyribose aus Ribose erfordert einen Reduktions- 
prozeB, der anscheinend die Zelle zur starkeren Glykolyse zwingt®. 

88 Vgl. H. J. Mohr und E. Helmreich, ,,Ein morphologischer Beitrag zum 
Wirkungsmechanismus embryonalen Herzextraktes‘. Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. exp. Pathol. Pharmakol., im Druck. 

34 PVA-Lsg. mittlerer Viskositaét (Dr. Alexander Wacker-Werke, Burg- 
hausen Obb.). 
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neutralisiert und auf 10 ccm mit Leitfahigkeitswasser aufgefiillt. Diese neutrale 
Lésung wurde sodann wie oben beschrieben kolorimetriert. 

AufschluB: 5mg Corhormon-Substanz wurden mit konz. H,SO, p.a., 
Selen und H,0, bis zur Farblosigkeit aufgeschlossen, indem man 3 Stdn. bei 180° 
und 1 Stde. bei 300° im Woodschen Metallbad erhitzte. Sodann wurde mit 4-n. 
NaOH neutralisiert und schlieBlich auf 10 ccm mit Leitfaihigkeitswasser aufgefiillt. 
Mit dieser Lésung wurde wie oben verfahren. 


Das enzymatische Testsystem 
Methodik 


Die Methode wurde im wesentlichen in Anlehnung an Vorschriften von 
Du Bois und Potter entwickelt, die diese fiir die Aktivierung durch Calcium aus- 
gearbeitet haben’. Grundsitzlich wurde so verfahren, da8 in kleine Reagens- 
glaser 

0,25 ccm 0,05 -m. Veronalpuffer (py 7,4), 

0,35 ccm einer 6,7 < 10-°-m. Na,ATP-Lsg., 

0,30 ccm Leitfahigkeitswasser und wechselnde Mengen Effektor (MgCl,, 

Corhormon usw.), 

eingegeben wurden. Nach Zugabe von 0,2 ccm 1-proz. Gewebehomogenates ergab 
sich ein Endvolumen von 1,1 cem**, Wurde diese Anordnung abgeandert, so ist das 
jeweils ausdriicklich in den Versuchsprotokollen vermerkt. Desgleichen kann aus 
den Tabellen der jeweilige Effektorzusatz und dessen Konzentration entnommen 
werden. 

Als Enzymquelle diente Rattenherzmuskel. Dem getéteten Versuchstier®* 
wird das noch schlagende Herz entnommen, 50—70 mg Myocardgewebe sogleich 
auf der Torsionswaage abgewogen und sodann in ein gekiihltes Homogenisatorglas 
gegeben. Puffer und Leitfahigkeitswasser werden im Verhiltnis 1: 9 so zugegeben, 
daB ein 1-proz. Homogenat zu erwarten ist. Das Gewebe wird mit einem Potter- 
Homogenisator®’ bei hoher Tourenzahl zermahlen, bis eine homogene, milchige 
Flissigkeit entstanden ist. Vor Zugabe des Homogenates werden die Lésungen mit 
Ausnahme der Ansatze, die als Blindproben mitlaufen, einige Minuten im Ther- 
mostaten bei 37° vorgewarmt. Je 0,2 ccm der 1-proz. Enzymlésung wird sodann 
den Ansatzen zugegeben. Wahrend die Testproben 15 Min. bebriitet werden, filtriert 
man die Blindproben, die bereits kurz vorher 4,9 ccm 7-proz. Trichloressigsiure 
zugefiigt erhielten, nach Zugabe des Enzyms sofort durch ein phosphatfreies 
Filter**. Die Testproben werden nach Ablauf der Brutzeit durch Zufiigen von 1 com 
7-proz. Trichloressigsiure und Einbringen in Eis inaktiviert und dann nach Zugabe 
der restlichen 3,9 ccm Trichloressigsiure in analoger Weise weiterverarbeitet. 3 com 
des Trichloressigsdurefiltrates werden jeweils zur kolorimetrischen Phosphor- 
bestimmung verwendet. Gemessen wurde mit einem Leitz-Kolorimeter (Leifo). 
Filter 570 my, Schichtdicke 2 cm. 


Bemerkungen zur Methodik 
Praparation des Gewebehomogenates: Um einen hochaktiven Enzym- 
brei zu erhalten, mu8 der Herstellung des Gewebehomogenates besondere Auf- 
merksamkeit geschenkt werden. Die Homogenitit scheint ausreichend, wenn mit 
dem Auge in der milchig weiBen Fliissigkeit keine Partikel mehr warnehmbar sind. 


35 Da die lésliche ATPase durch Zusatz von Octyl,-Decylalkohol und Toluol 
gehemmt wird, so muB der iibliche Zusatz von Toluol als Konservierungsmittel zu 
den Stammlésungen vermieden werden (O. Meyerhof u. J. R. Wilson, Arch. 
Biochem. 28, 246 [1949]). 

36 Die Versuchstiere wogen zwischen 200 und 250 g, waren aus einem Kollek- 
tiv und gleichartig ernahrt. 

37 V.R. Potter u. C.A.Elvehjem, J. biol. Chemistry 114, 495 [1936]. 

38 Schleicher u. Schill, Nr. 512 1/2. 
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Zur Uberpriifung der Genauigkeit der Einwaage und zur Bestimmung des Aus- 
maBes der Homogenitat haben wir den Stickstoffgehalt verschiedener Homogenat- 
proben nach Kjeldahl bestimmt und jeweils mit dem Feucht- und Trockengewicht 
der Gewebeeinwaage in Beziehung gesetzt. Wir erhielten so die Bestatigung, daB 
unsere Apparatur erlaubt, in 2—5 Min. einen hinreichend homogenen Enzymbrei 
herzustellen. Die Reibungswarme haben wir durch ein mit Eis gekiihltes AuBen- 
gefaB abgeleitet. 

Inaktivierung der Versuchsansatze: Infolge der Labilitét der Phos- 
phorsaureester- und Acylphosphate soll die zur Inaktivierung der Versuchs- 
ansitze nétige Trichloressigsiure nur méglichst kurze Zeit auf die Reaktions- 
mischung einwirken. Wir haben daher die angesiuerten Lésungen in Eis gestellt 
und sofort filtriert. 

Phosphatbestimmung: Auf Grund der Untersuchungen von Beren- 
blum und Chain*® iiber den Einflu8 des Sauerungsgrades und der Reduktions- 
dauer auf die Tiefe der Blaufarbung und ihre Proportionalitat zur Phosphat- 
menge, haben wir abweichend von Fiske und Subbarow und Lohmann und 
Jendrassik*®, deren Methodik wir im Prinzip tibernommen haben, unsere 
Lésungen auf eine Endsauerung entsprechend 1-n. H,SO, eingestellt, jedoch Ver- 
haltnis und Absolutmenge der Reagenzien variiert. Als Reduktionsmittel. ver- 
wendeten wir p-Aminophenol*!. Die Erwarmungszeit haben wir bei 37° auf 30 Min. 
ausgedehnt und hierauf die Losungen 30 Min. bei Zimmertemperatur abkiihlen 
lassen. 

Eine Eichkurve ist zwar iiberfliissig, weil die Intensitaét der Blaufarbung ab- 
hangig von der Reduktion der Molybdansaure in Anwesenheit steigender Mengen 
Phosphor in dem fiir uns bedeutungsvollen MeBbereich dem Lambert-Beerschen 
Gesetz folgt. Es ist aber zweckmaBig, bei jedem Versuch sowohl Lésungen ver- 
schiedenen, bekannten Phosphatgehaltes als auch Blindlésungen mitlaufen zu 
lassen, um den Anstiegswinkel immer neu bestimmen zu kénnen, da dieser infolge 
der Temperaturempfindlichkeit der Methode, der veranderlichen Eigenfarbung des 
Reduktionsmittels und aus anderen Griinden gewissen Schwankungen unterliegt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft dankt der eine von uns (E. H.) 
fiir die groBziigige Férderung seiner Arbeiten durch Gewahrung einer Forschungs- 
beihilfe. 

Herrn Dr. E. Kohlstaedt (Chemiewerk Homburg A.-G., Frankfurt a. M.) 
sind wir zu besonderem Dank verpflichtet fiir die zuvorkommende Uberlassung 
groBerer Versuchsmengen Corhormon. 

Fraulein Helga Heintze und Herrn Klaus Lindemann*® danken wir 
fiir die gewissenhafte und fleiBige experimentelle Unterstiitzung bei der Durch- 
fiihrung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


1. Corhormon fungiert mittels seines Mg-Anteiles als Coferment 
der ATP-Dephosphorylierung. Mg-freies Corhormon ist unwirksam. 

Corhormon aktiviert die enzymatische Dephosphorylierung des 
ATP durch Herzmuskelhomogenat, unter optimalen Bedingungen zwar 
etwa im gleichen Umfang wie MgCl,, jedoch unterscheiden sich die 
Aktivatorwirkungen von Corhormon und MgCl, deutlich. 


39 T, Berenblum u. E. Chain. Biochem. J. 32, 286, 295 [1938]. 

40 C,H. Fiske u. V.J.Subbarow. J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]; 
H. Lohmann u. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 418 [1928]. 

41 ] com einer Lsg., die 5 g p-Aminophenol in 50 ccm einer 25-proz. Natrium- 


pyrosulfit-Lésg. enthialt. 
42 Klaus Lindemann, Dissertat., Univ. Miinchen, (in Vorbereitung). 
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2. Bietet man dem Enzymsystem gleichzeitig MgCl, und Corhor- 
mon als Aktivator an, so verhalt sich diese Mischung unter bestimmten 
Bedingungen wie reines Corhormon. 

3. Da Corhormon in einem bestimmten Bereich — abhangig von 
seinem Mg-Gehalt — eine konzentrationsabhangige Aktivierungskurve 
mit einem deutlich fixierten Wirkungsoptimum aufweist, kann auf 
Grund einer Eichkurve eine biologische Wertbestimmung nach dem 
Prinzip der enzymatischen Effektoranalyse vorgenommen werden. 

4. Die Eigenart der physiologischen Aktivator- und Regulator- 
funktion des Corhormons wurde zur Erklirung der biologischen Wir- 
kungen herangezogen. 

Anscheinend greift Corhormon mittels seines Mg-Anteils in den 
Chemismus von Muskelkontraktion und Zellteilung ein. 


Uber den quantitativen Nachweis von Harnstoff 
; im Papierchromatogramm 


Von 
H. J. Hiibener, F. Bode, H. J. Mollat und M. Wehner 
Aus der I, Med. Klinik und dem Institut fiir vegetative Physiologie zu Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Marz 1952) 


Bei der chromatographischen Trennung von Porphyrinogenen aus 
Urin fiel uns auf, daB regelmaBig eine intensiv gelbgefarbte Zone nach 
Behandlung der Chromatogramme mit einer Lésung von p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd entstand. Bei der Priifung mit Testsubstanzen ergab 
sich, daB es sich um Harnstoff handelt, der mit p-Dimethylaminobenzal- 
dehyd diese von Barrenscheen und Weltmann beschriebene Farb- 
reaktion liefert?. 


Wir verwendeten zur quantitativen Auswertung der Farbreaktion p-Di- 
methylaminobenzaldehyd, gelést in Salzsiure, in den von P. Ehrlich zum Uro- 
bilinogen-Nachweis angegebenen Mengen (Originallésung Merck). Schleicher & 
Schiill-Papier Nr. 2043 b wurde durch Schlitze in 12 mm breite Streifen geteilt. 
Der so gefertigte Bogen wurde in Glasrahmen der Abmessungen 30 x 30cm ge- 
spannt und in einen Chromatographie-Kasten gestellt. Wir lieBen verschiedene 
harnstoffhaltige Lésungen laufen, wie Harn, Serum, Liquor, Ascites und einige 
Verdiinnungsreihen mit bekanntem Harnstoffgehalt. Als giinstigstes Lésungsmittel- 
gemisch erwies sich Butanol/Wasser/Eisessig. Nach Beendigung der Chromato- 
graphie und Trocknen der Chromatogramme wurden die einzelnen Streifen rasch 
durch die salzsaure p-Dimethylaminobenzaldehyd-Lisung gezogen und zum 
Trocknen bei Raumtemperatur aufgehangt. 

Bei héheren Harnstoffkonzentrationen (iiber etwa 70 y), wie z. B. im Harn 
bei Auftragen von 0,05 ccm, entsteht sofort an der fiir Harnstoff typischen Stelle 
eine kraftig gelbgefairbte Zone. Schwachere Konzentrationen (bis etwa 2 y) zeigen 


1H. K. Barrenscheen u. O. Weltmann, Biochem. Z. 181, 591 [1922]. 
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die Farbreaktion gut sichtbar erst nach vdélligem Trocknen der Streifen. Das 
Maximum der Farbentwicklung ist nach 24 Stdn. erreicht. Die Flecke sind iiber 
eine Beobachtungszeit von 2 Mon. nicht abgeblaBt. LaBt man reine Harnstoff- 
lésung oder unverdiinnten und unvorbehandelten Harn aufsteigen, so zeigt der 
Harnstoff bei folgenden Lésungsmitteln diese Rr-Werte: 


1, Butanol/Wasser/Eisessig ........ 0,4 
SF a ee ae 0,5 
SB. BUMBROVOUY,. 6 6 se ee 0,7 
4. Phenol/Wasser in Gegenwart von NH; . 0,7 
POI oa, oe eles Sw we 0,1 
GO, CMRPOIOPM gk te tt 0,0 
Cfo a ee eer merc ae meme va rae 0,5 


Im Serum, Liquor und Ascites zeigten sich gering verminderte 
Ry -Werte. 

Gleichzeitig mit Harnstoff wird der Hésch-K6rper?, ein Por- 
phyrinogen, das vorwiegend bei Uroporphyrinurien ausgeschieden wird, 
durch rote Farbung dargestellt. Bezogen auf den Startpunkt erscheint 
er in Butanol/Wasser/Eisessig-Chromatogramm knapp unter der gelb 
gefarbten Harnstoffzone. 


Quantitative Auswertung 


Legt man eine Streifenbreite von 12 mm zugrunde, so zeigt sich im 
Butanol/Wasser/Eisessig-Chromatogramm zwischen dem (dekadischen) 
Logarithmus der aufgetragenen Harnstoffmenge und dem Logarithmus 
der Lange der gefairbten Harnstoffzone zwischen 3 und 100 y eine fast 
lineare Abhangigkeit (Abb. 1). 

Eine genauere quantitative Methode beruht darauf, daB man den 
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd gefarbten Harnstoff aus dem Papier 
mit Pyridin eluiert und das Eluat spektrophotometrisch bei 449 mu 
ausmiBt. Hierzu wird das gefarbte Substanz-Band fein zerschnitten 
und 24 Stdn. mit Pyridin eluiert. Bei der photometrischen Messung 
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2 K. Hésch, Dtsch. med. Wschr. 1947, 704. 











138 Uber den quantitativen Nachweis von Harnstoff Bd. 290 (1952) 


wird dieses Eluat gegen das Eluat eines Leerstreifens gleicher Hohe, 
der unter gleichen Bedingungen gelaufen ist, wie tiblich ausgemessen. 
Abb. 2 zeigt das Spektrum des mit Pyridin eluierten gelben Farbstoffes, 
Abb. 3 die Eichkurve der Eluate*. 
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Abb. 2. Spektrum des gelben Farbstoffes aus p-Dimetylaminobenzaldehyd und 
Harnstoff. Farbstoff mit Pyridin aus dem Papier eluiert und gegen den Papier- 
leerwert gemessen. 


Abb. 3. Eichkurve des mit Pyridin eluierten gelben Farbstoffes, bei 449 mu 
ausgemessen. 


Diskussion 


Die bisher geiibten exakten analytischen Routine-Bestimmungen 
sind die Urease-Methode und die Ausfillung mit Xanthydrol. Zu ersterer 
Methode ist zu sagen, daB die Herstellung der Urease bestimmter Akti- 
vitét haufig Schwierigkeiten bereitet und umstiindlich ist. Die Fallung 
mit Xanthydrol erreicht nicht die Empfindlichkeit der hier beschrie- 
benen Methode, 


Zusammenfassung 


Es wird eine einfache chromatographische Mikromethode der 
quantitativen Harnstoffbestimmung beschrieben, die auf der Reaktion 
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd beruht. 


* Alle Messungen wurden mit dem Beckman-Spektrophotometer, Modell 
DU durchgefiihrt. 
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Uber den Einflu8 der Nucleinsaéure 
auf den EiweiBabbau durch Kathepsin 


Von 
H. G. Klingenberg 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Graz 
(Vorstand: Prof. Dr. R. Rig ler) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23, Miirz 1952) 


Kathepsin kann abgesehen von seiner bekannten Wirkung bei 
py 4 auch im Bereich neutraler Wasserstoffionenkonzentrationen 
EiweiBstoffe abbauen, wenn diese in jenem Bereich ihren isoelektrischen 
Punkt besitzen. EiweiBstoffe dieser Art stellen u.a. die Protein-Sym- 
plexe dar, die aus einem negativ und einem positiv geladenen Protein 
zusammengesetzt sind. Diese werden durch Kathepsin im Bereich von 
py 6,2 bis 7,4, je nach der Lage der isoelektrischen Punkte der Einzel- 
komponenten, gespalten!. Die Symplexbildung ist mit Histon ebenso 
wie mit Protamin zu erzielen. 

Die im Neutralbereich ablaufende Proteolyse ist durch nichteiweiB- 
artige, negativ geladene Stoffe, wie z. B. Heparin oder Eosin, hemmbar?., 
Diese Hemmung ist offenbar darauf zuriickzufiihren, da diese Sub- 
stanzen entweder direkt mit den basischen Proteinen reagieren und somit 
die Symplexbildung verhindern, oder da8B sie sich an den bereits ge- 
bildeten Symplex anlagern. In beiden Fallen wird der Ladungszustand 
des Proteins geindert, und zwar steigt wahrscheinlich der negative 
Ladungsiiberschu8 an. Dadurch sind derartige Proteide im Neutral- 
bereich nicht mehr isoelektrisch und somit dort durch Kathepsin nicht 
mehr spaltbar. 

Bei einer weiteren Gruppe von Stoffen, die in diesem Zusammen- 
hang von Interesse ist, den Nucleinsiuren, sollte in vorliegender Unter- 
suchung festgestellt werden, ob sie die katheptische Proteolyse hemmen 
konnen. 


Beschreibung der Versuche 


Als Kathepsinpraparat wurde ein essigsaurer Glycerinextrakt aus menschli- 
cher Milz verwendet. Seine Darstellung erfolgte nach Kleinmann und Stern’. 
Als basisches Eiwei8 wurde Protamin verwendet, das saure lag im Protein des 
Extraktes vor. Die in den Versuchen gebrauchte Nucleinsiure war Hefenuclein- 
saure ,,Merck“*. Der Abbau des Proteins wurde wie in friiheren Versuchen aus der 
N-Differenz im Trichloressigsiure-Filtrat vor und nach dem Versuch bestimmt. 
Die Bestimmung des anorganischen Phosphors erfolgte photometrisch nach Ur- 
bach‘. Die Versuchsdauer betrug 12—15 Stdn., die Temperatur immer 37° C. Das 
Gesamtvolumen der Ansitze belief sich stets auf 25,0 ml; Lésungs- bzw. Ver- 
diinnungsmittel fiir alle Versuche war 0,9-proz. NaCl-Lésung. Mit jedem Nuclein- 


1H. G. Klingenberg u. M. Waizel, diese Z. 288, 83 [1951]. 
2H. G. Klingenberg, diese Z. 288, 89 [1951]. 

3 H. Kleinmann u. K. G. Stern, Biochem. Z. 222, 31 [1930]. 
4 C. Urbach, Biochem. Z. 289, 28 [1931]. 
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sdureversuch lief ein solcher ohne Zusatz parallel. Insgesamt wurden 20 Versuche 
bei py 6,2, dem optimalen Spaltungsbereich des Protamin-Milzeiwei8-Symplexes, 
und bei py 4,0 ohne Protaminzusatz durchgefiihrt. Die Versuche jeder der beiden 
Gruppen stimmten gut iiberein, so daB sich eine tabellarische Darstellung der 
Einzelversuche eriibrigt. 

Abb. 1 zeigt die Spaltungskurve des Kathepsins in Gegenwart von Hefe- 
nucleinsaure bei py 6,2. 

Wie ersichtlich, tritt die Hemmung der Proteolyse unter den gewahlten Be- 
dingungen nur bei Gegenwart von mehr als 25 mg Nucleinsaure pro 25,0 ml Ansatz 
ein. Konzentrationen unter der angegebenen zeigten niemals einen hemmenden 
Effekt. Ein Versuch, bei dem unter Wahrung des gegenseitigen Verhaltnisses von 
Nucleinséure zu Protamin beide vermindert wurden, fiihrte zu einem identischen 
Resultat, wie das schon von den friiheren Heparinversuchen her bekannt war. 
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Einen nicht so deutlichen Verlauf nahm die Proteolysekurve bei py 4,0. 
Nach einem anfanglichen Abfall des N-Zuwachses erfolgte ein Anstieg, der den 
durch die Proteolyse méglichen iiberstieg, aber mit der Nucleinséuremenge in 
einem konstanten Vérhaltnis stand. Die gleichfalls mitbestimmten Phosphorwerte 
zeigten ebenfalls im letzten Teil der Kurve ein proportionales Verhalten zum N- 
Zuwachs. Diese Versuchsergebnisse legten die Vermutung nahe, daB8 in dem Milz- 
extrakt eine Nuclease vom Typ der Ribonuclease bei diesem pq wirksam war. Es 
war jedoch nicht méglich, dieses Ferment vom Kathepsin zu trennen, etwa dadurch, 
da8 man den Extrakt erhitzte, um so das Kathepsin zu vernichten. Die Nuclease 
war auch thermolabil. Das Vorkommen einer im Gegensatz zur Pankreasnuclease 
hitzeinstabilen Ribonuclease ist schon vor langer Zeit von Herweden® und neuer- 
dings wieder von Maver und Greco® beobachtet worden, wobei die letztgenannten 
Autoren die Ribonuclease auch als solche identifizieren konnten. Durch die Kon- 
stanz des Verhiltnisses von N-Zuwachs :P-Zuwachs bei héheren Nucleinsaure- 
konzentrationen konnte diese Kurve analysiert und die Hemmung der Proteolyse 
auch bei py 4,0 evident gemacht werden. Die Abbildungen 2 und 3 geben die eben 
geschilderten Verhaltnisse wieder. 

Es zeigt sich auch hier wieder die komplette Hemmung der Proteolyse bei der 
gleichen Nucleinséurekonzentration wie bei den Versuchen bei py 6,2. 


5 M. van Herweden, Anatom. Anz. 47, 312 [1914]. 
6 M. E. Maver u. A. E. Greco, J. biol. Chemistry 181, 858, 861 [1949]. 
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Abb. 2. Verhaltnis des N-Zuwachses (4 N) zur Nucleinsiuremenge und zum P- 
Zuwachs (4 P). Abszisse: Hefenucleinsaure pro 25,0 ml Ansatz. py 4,0. 
Abb. 3. Verlauf der Proteolyse bei py 4,0. 
Ansatz: 1,0ml Milzextrakt, Hefenucleinsaure variiert (Abszisse). Gesamtvol. 
25,0 ml. 4 N und A P: gefundener N- bzw. P-Zuwachs. Gestrichelte Kurve: tat- 
sichlicher Verlauf der Proteolysekurve. 


Mit Thymonucleinsaure konnte mangels Materials nur je ein Versuch bei 
pu 6,2 und 4,0 durchgefiihrt werden. In beiden Fallen ergab sich eine véllige 
Hemmung der Proteolyse nach Zusatz von 50 mg auf den iiblichen Ansatz. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die vorstehenden Ergebnisse erlauben den SchluB, daB die Proteo- 
lyse durch Kathepsin nicht stattfindet, wenn Nucleinséure an das 
EiweiB in irgendeiner Form gebunden ist. Dies ist ein weiterer Befund, 
der die schon friiher bei der Diskussion der Heparin- und Eosinversuche 
geiuBerte Annahme stiitzen kann, daB es sich bei diesen Hemmungs- 
vorgéngen weniger um eine Beeinflussung des Enzyms, als vielmehr um 
eine Wirkung auf das Substrat handelt. Die Reaktion des Proteins mit 
derartigen negativ geladenen Substanzen macht es fiir den Enzym- 
angriff unzuganglich. 

Auffallig ist, daB solchermaBen veranderte Proteine eine groBere 
Resistenz gegen die Hitzekoagulation zeigen’. In Versuchen mit He- 
parin, Eosin und anderen negativ geladenen Farbstoffen konnte er- 
mittelt werden, daB die koagulierende Wirkung der Hitze in Abhiangig- 
keit von der zugesetzten Menge dieser Stoffe vermindert bzw. aufge- 
hoben werden konnte. Dariiber hinaus kommt es unter dem EinfluB 
dieser Stoffe noch zu anderen Veranderungen der Proteine, besonders 
hinsichtlich ihrer Léslichkeit. Basische Proteine fiihren, wenn sie in 
diesen Versuchen anderen EiweifSstoffen zugesetzt werden, gerade ent- 


71H. G. Klingenberg u. E. Moro, Klin. Wschr. 1952, 227. 
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gegengesetzte Verainderungen herbei®. Unter den Stoffen, die die Hitze- 
koagulation aufheben kénnen, befindet sich Greenstein u.a.® zufolge 
auch die Thymonucleinséure, wihrend die Ribonucleinséure in diesem 
Zusammenhang wirkungslos sein soll. Lallier’® fand allerdings auch 
diese wirksam, fiihrt aber den Effekt auf reine py:Verschiebungen zu- 
riick, was fiir die oben erwahnten eigenen Versuche in dieser Richtung 
nicht zutrifft. 

Nach den bisherigen Befunden liegt es nahe, einen ursichlichen Zu- 
sammenhang zwischen Hitze- und Fermentresistenz fiir Proteine, zum 
mindesten fiir globulaére, anzunehmen und zwar in dem Sinne, da8 mit 
zunehmendem Proteidcharakter des Proteins seine Fiallbarkeit durch 
Hitze und seine Verdaubarkeit durch Kathepsin vermindert wird. 
Eine eingehende Diskussion dieser Verhiltnisse findet sich an anderer 
Stelle §. 

Die mitgeteilten Versuchsergebnisse erméglichen eine Vorstellung 
zum EiweiBstoffwechsel innerhalb der Zelle: Die katheptische Proteo- 
lyse kann durch das Substratangebot geiindert werden. Jede Bindung 
des Proteins an Nucleinsiure, Heparin oder an andere negativ geladene 
und mit Eiweif zur Reaktion befaihigte Stoffe vermindert die Menge des 
durch Kathepsin spaltbaren Proteins. So ist es z. B. méglich, daB sich 
Proteine etwa im’ Zellkern trotz der dort festgestellten hohen Kathepsin- 
aktivitaét!! halten kénnen, ohne sofort dem Abbau anheimzufallen. 


Dieser Umstand erlaubt auch, die auffallende Resistenz der Nucleo- 
proteide gegeniiber Fermenten zu erkliiren, wie sie bei histochemi- 
schen Verfahren beobachtet wird. So zeichnen sich die Mitochondrien, in 
denen Ribonucleoproteide vorherrschen, durch Fermentresistenz aus??. 
Gegen Kathepsin sind, wie Versuche von Mazia und Mitarbb.!* er- 
gaben, die Chromosomen widerstandsfihig. Diese Autoren fiihren die 
beobachtete Unverdaubarkeit der Chromosomen allerdings auf deren 
Faserstruktur zuriick und versuchen diese Auffassung experimentell an 
Modellen mit kiinstlichen, durch Spreitung und weitere Behandlung 
hergestellten Faserproteinen zu beweisen. In der Tat erwiesen sich diese 
als katheptisch nicht verdaubar, so daB der SchluB gezogen wurde, daB 
Kathepsin nur globulire, nicht dagegen Linearproteine abbauen k6énne. 

Diese Folgerung erscheint jedoch zweifelhaft, da sie schwer mit der 
immer wieder bestiatigten Erfahrung in Einklang zu bringen ist, daB 
Faserproteine oder denaturierte, d.h. in Faserform itbergefiihrte, 


8 H. G. Klingenberg, Z. exp. Med. 1952, im Druck. 

® J. P. Greenstein, C. E. Carter u. H. W. Chalkley, Cold Spring Harbor 
Sympos. quantitat. Biol. 12, 91 [1947]. 

10 R. Lallier, Bull. Soc. Chim. biol. 81, 998 [1949]. 

11 K. Lang, G. Siebert, I. Baldus u. A. Corbet, Experentia [Basel] 6, 59 
[1950]. 

12 H. U. Zollinger, Rev. d’hématolog. 5, 696 [1950]. 

18 —D. Mazia, T. Hayashi u. K. Yudowitch, Cold Spring Harbor Sympos. 
quantitat. Biol. 12, 122 [1947]. 
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wesentlich besser gespalten werden als globulire! 15 16, Ferner vermag 
Kathepsin durchaus Fibrin zu hydrolysieren. Man kann eher annehmen, 
da8 die Unverdaubarkeit der Chromosomen durch Kathepsin nicht in der 
Faserstruktur ihre Ursache hat, sondern da ihre Faserstruktur und die 
Unangreifbarkeit durch Kathepsin Folgen einer gemeinsamen Ursache, 
némlich der Bindung des Proteins an die Nucleinsiure sind. 


Hinsichtlich der linearen Anordnung des Eiwei®B-Anteils in den 
Nucleoproteiden kommt Serra!’ zu ahnlichen Schliissen. Nach ihm 
findet lings des Fadenmolekiils einer Nucleinsiure eine Entfaltung 
der x-Polypeptidkette!® 1° statt. Ob es dabei zur Dehnung bis zur Aus- 
bildung der £-Kette kommt, oder ob die Feinstruktur des Proteins ein 
Zwischenstadium dieser beiden von Astbury!* am Keratin und Myosin 
wahrscheinlich gemachten Formen darstellt, wie es von Frey-Wiss- 
ling?® angenommen wird, mu8 derzeit dahingestellt bleiben. Auf Grund 
dieser Unsicherheit der Kenntnis iiber den Aufbau des Proteins im 
Chromosom ist es schwierig, Vergleiche im Verhalten gegeniiber Fer- 
menten zwischen Chromosomen und kiinstlichen durch Spreiten, Walzen 
und Dehnen erzeugten Proteinfasern anzustellen. Man kann die Frage, 
ob die Struktur des Proteins in den Chromosomen fiir die Angreifbarkeit 
durch Kathepsin ausschlaggebend ist, nicht eindeutig beantworten. 
Dies Problem ist aber von dem hier diskutierten unabhangig; denn die 
in dieser Arbeit mitgeteilten Versuchsergebnisse lassen im Verein mit 
den friiher gefundenen den SchluB zu, daB die Nucleinsiuren auf Grund 
ihrer Ladungseigenschaften allein schon befahigt sind, die Proteolyse 
durch Kathepsin zu verhindern. 


Der Proteinanteil eines Nucleoproteids kann erst abgebaut werden, 
wenn die Nucleinséiuren entfernt worden sind, was mit Hilfe der ver- 
schiedenen Nucleasen und weiterer Enzyme méglich ist. DaB in den hier 
mitgeteilten Versuchen trotz nachweisbarer Wirkung einer Nuclease 
kein Abbau des Proteins eintrat, erklirt sich zwanglos daravs, daB die 
Abbauprodukte nicht entfernt wurden, so daB die Hemmwirkung weiter 
bestehen blieb. Wenn man, wie Maver und Greco® gezeigt haben, die 
depolymerisierte Nucleinsiure durch Dialyse entfernt, kann man im 
Milzextrakt Nucleinsdéuren- und EiweiSabbau nebeneinander beobachten. 
Arbeitet man hingegen mit proteasenfreier Nuclease?® und untersucht 


14 K. Linderstrom-Lang, R. Hotchkiss u. G. Johansen, Nature [Lon- 
don] 142, 996 [1938]. 

1 H. Wu, zit. nach F. Haurowitz, Fortschr. d. Biochemie 1938—1947, 
8. 116; Basel 1948. 

16 F. Haurowitz, M. Tunca, P. Schwerin u. V. Géksu, J. biol. Chemistry 
157, 621 [1945]. 

v J. A. Serra, Portug. Acta Biol. (A), Goldschmidt vol., 401 [1949]. 

18 W.T. Astbury, Annu. Rev. Biochem. 8, 113 [1939]. 

19 A. Frey-Wissling, Submicroscopic Morpholog. of Protoplasm and its 
Derivates, S. 216ff. Elsevier Publishing Comp. Inc. New York—Amsterdam 1948. 

20 M.R. McDonald, J. gen. Physiol. 82, 39 [1948]. 
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darauf das iibrigbleibende Protein, so findet man zwei Arten von EiweiB- 
stoffen, nimlich einen basischen vom Histontyp und einen mehr sauren, 
tryptophanreichen?! 2, Das urspriingliche Gebilde war also prinzipiell 
aus den gleichen Komponenten aufgebaut, wie sie in den hier mitgeteilten 
Versuchen im Bereich physiologischer Wasserstoffionenkonzentrationen 
verwendet wurden. 

Es ist bemerkenswert, daB Kathepsin und Nucleasen im Zellkern 
reichlich vorkommen!!, da hier, offenbar im Zusammenhang mit der 
Mitose, der Nucleoproteidstoffwechsel besonders lebhaft ist. Es darf 
angenommen werden, daB dieser stets die Anwesenheit beider Fermente 
zur Voraussetzung hat, méglicherweise jedoch in einer zeitlichen Auf- 
einanderfolge. In ausgedehnten Versuchen haben Kaufmann und 
Mitarbb.?* nachgewiesen, da Nucleasen allein keine Verdauung eines 
Chromosoms bewirken kénnen. Vielmehr erfolgt unter ihrem EinfluB 
die Freilegung der oben erwahnten Proteine. Erst diese freigelegten 
Proteine sind durch Pepsin verdaubar. Andererseits besteht die Wirkung 
von Salzsiure — Pepsin auf nicht so vorbehandelte Chromosomen nur 
in einer Schrumpfung bei Erhaltung der Struktur. Es ist somit wahr- 
scheinlich, daB die Proteolyse eines Nucleoproteids nur dann erfolgen 
kann, wenn ihr der Abbau der Nucleinsiuren vorausgeht, was mit den 
hier niedergelegten Resultaten in Ubereinstimmung steht. 

Fiir den Zellteilungsvorgang ist es offenbar bedeutsam, zu welchem 
Zeitpunkt dieses Geschehens die Proteolyse stattfinden kann und wann 
sie gehemmt werden mu. Die Anfangsstadien des Teilungsvorganges 
erfordern allem Anschein nach eine iiberwiegend proteolytische Stoff- 
wechsellage, wobei das Kathepsin eine wichtige Rolle spielen diirfte*. 
Man nimmt heute an, daB in diesen Abbauprozessen das Material fiir den 
in spateren Stadien stattfindenden EiweiBaufbau bereitgestellt wird. In 
diesem Sinne auBern sich auch Levy und Palmer* sowie Patterson 
u.a. 26 hinsichtlich des erhéhten Peptidasengehaltes im Embryonal- 
gewebe. Es ist jedoch einleuchtend, da die Peptidasen erst wirken 
kénnen, nachdem durch die Wirkung der Proteasen aus den Proteinen 
die entsprechenden Substrate entstanden sind. 


21 A, E. Mirsky, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 12, 143 [1947]. 
22 B. P. Kaufmann, H. Gay u. M.R. McDonald, Amer. J. Bot. 88, 268 
[1951]. 
28 B. P. Kaufmann, H. Gay, u. M.R. McDonald, Amer. J. Bot. 85, 794 
[1948]; B. P. Kaufmann, Science [New York] 109, 443 [1949]; H. Gay, Amer. 
J. Bot. 86, 796 [1949]; B. P. Kaufmann, R. C. MacDuffee, Anatom. Rec. 105, 
15 [1949]; B. P. Kaufmann, H. Gay u. M.R.McDonald, Genetics 35, 117 
[1950]; B. P. Kaufmann, Portug. Acta Biol. (A), Goldschmidt vol. 813 [1950]; 
B. P. Kaufmann, H. Gay u. M.R.McDonald, Cold Spring Harbor Sympos. 
quantitat. Biol. 14, 85 [1950]; J. cell. comparat. Physiol. 88, suppl. 1, 71 [1951]; 
Carnegie Institution of Washington Year Book 45, 158 [1945/46]; 46, 136 [1946/47]; 
48, 176 [1948/49]; 49, 168 [1949/50]. 
24 A, Fischer, Ergebn. Physiol. 35, 82 [1933]. 
25,26 zit. nach H. Holter u. K. Linderstrom-Lang, Physiologic. Rev. 31, 
432 [1951]. 
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Wird nun aber das Eiweif8 z.B. an Heparin fixiert und damit 
unspaltbar, dann ist zu erwarten, daB die Mitose bereits in sehr friihen 
Stadien gehemmt wird. Diese Annahme 1léBt sich durch eigene experi- 
mentelle Befunde, durch die eine Nicht-Spaltbarkeit von Heparin-Protein- 
verbindungen bewiesen wurde, und durch die Versuche von Heilbrunn 
und Wilson?’ stiitzen. Diese Autoren konnten eindeutig zeigen, daB 
durch Heparin und einige bakterielle Polysaccharide die Teilung von 
befruchteten Seeigeleiern unterbleibt, da bereits eine Hemmung des 
Teilungsvorganges in den Anfangsstadien eintritt. Hier liegt also eine 
Stabilisierung der Proteine zur Unzeit vor. Derselbe Mechanismus ist 
auch fiir die Hemmung des Wundheilungsverlaufes durch Heparin 
anzunehmen*’. Beide Vorginge sind, falls keine schwereren Zell-Laisionen 
eingetreten sind, nach Aufhéren der Heparinwirkung reversibel. 


Gerade die entgegengesetzten Verhialtnisse bieten sich in der Meta- 
phase der Mitose. Kurz vor und in diesem Zeitpunkt diirfte nach unseren 
heutigen Kenntnissen die Proteinsynthese stattfinden, die dazu dient, 
die beiden sich neu bildenden Zellen mit spezifischen (hochdifferen- 
zierten) Proteinen zu versorgen. Es erscheint demnach sinnvoll, da8 in 
dieser Phase eine erhebliche Zunahme der Nucleinsiuren einsetzt, wie sie 
von Caspersson?® immer wieder beobachtet worden ist, um die neu- 
gebildeten Proteine vor dem Angriff der proteolytischen Enzyme zu 
schiitzen und ihre spezifische Struktur zu erhalten. 


Ob die Nucleinséuren nur fiir die Erhaltung oder auch zur Prigung 
der Struktur erforderlich sind, ist noch nicht endgiiltig entschieden!” °°, 
Die enge funktionelle Verkniipfung von Nucleinsiéure- und Protein- 
stoffwechsel ist jedoch unbestreitbar und driickt sich, wie schon er- 
wahnt, auch darin aus, da Nucleasen und Proteasen vielfach zusammen 
vorkommen und selbst bei Darstellung durch Kristallisation®» ** 33 nur 
unter Anwendung besonderer MaSnahmen?° voneinander getrennt 
werden kénnen. 

Die augenblickliche Situation des gesamten Problems ist wohl am 
treffendsten von Kaufmann, Gay und McDonald formuliert worden, 
die wiederholt feststellen, ,,that chromosome represents an integrated 
fabric, in which no single protein or nucleic acid may be regarded as 
the primary structural component“. 


_ Der Hoffmann-LaRoche A.-G., Basel, sei fiir die entgegenkommende 
Uberlassung von Protamin freundlichst gedankt. 


27 L. V. Heilbrunn u. W. L. Wilson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 70, 179 
(1949); Science [New York] 112, 56 [1950]; Protoplasma 39, 389 [1950]. 

28 H. G. Klingenberg, Arzneimittelforschg. 2, 120 [1952]. 

29 T, Caspersson, Scand. Arch. Physiol. 73, Suppl. 8 [1936], Naturwiss. 1941, 


30 J. A. Serra, Cold Spring Harbor. Sympos. quantitat. Biol. 12, 192 [1947]. 
31M. Kunitz, J. gen. Physiol. 24, 15 [1940]. 

32 §. Cohen, J. biol. Chemistry 158, 255 [1945]. 

38 W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 164, 241 [1946]. 
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Zusammenfassung 


1. Es wird experimentell gezeigt, daB Nucleinsiuren imstande 
sind, die Proteolyse durch Kathepsin zu verhindern. 

2. Die Hemmung wird als eine Beeinflussung des Substrates und 
nicht des Fermentes gedeutet, in dem Sinn, daf die Nucleinsauren die 
Proteine vor der Spaltung schiitzen kénnen. 

3. An Hand eigener und fremder Ergebnisse wird diskutiert, wie 
sich diese Befunde in die Vorginge innerhalb der Zelle, besonders die der 
Mitose, einordnen lassen. 


Uber Bakterienlipoide 
1. Die Lipoide von Salmonella typhi (B. typhosum) 
Von 
S. Cmelik 
Aus dem Hygienischen Institut, Zagreb, Kroatien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Marz 1952) 


Die Bakterienlipoide stellen noch immer ein recht mangelhaft er- 
forschtes Gebiet dar. Wahrend wir iiber die Lipoide von Tuberkel-, 
Lepra- und ahnlichen saurefesten Bazillen durch die Arbeiten von 
Anderson und Mitarbeitern! und derjenigen von Diphtheriebakterien 
durch ausfihrliche Berichte von Chargaff? und Gubarev® eingehend 
unterrichtet sind, wissen wir tiber die Lipoide vieler gramnegativer 
Bakterien recht wenig*. 

Mit den Lipoiden von Enterobakterien befaBten sich Eckstein 
und Soule* sowie Williams und Mitarbeiter®, die verschiedene Coli- 
Staimme untersuchten. Uber die Lipoide pathogener Bakterien aus der 
Typhusgruppe haben wir nur einen Bericht von Akasi®, der die Lipoide 


* Kin zusammenfassender Uberblick iiber den bisherigen Stand der Er- 
forschung verschiedener Bestandteile der Bakterienzelle ist im kiirzlich erschienenem 
Werk von C. H. Werkman u. P. W. Wilson, Bacterial Physiology, New York 
1951, zu finden. 

1 R. J. Anderson, Physiologic Rev. 12, 166—189 [1932]; Chem. Reviews 
29, 225 [1941]. 

2 E. Chargaff, diese Z. 201, 191—198 [1931]; 218, 223—240 [1933]. 

3 E.M. Gubarev u. I.L. Vakulenko, Biokhimya 10, 285—295 [1945]; 
E. M. Gubarev, ibid. 11, 517—520 [1946]; E. M. Gubarev u. E. K. Lubenets, 
Doklady Akad. Nauk S.S.S.R. 60, 413—416 [1948]; E.M. Gubarev, E. K. 
Lubenets, A. A. Kanchukh u. Yu. V. Galaev, Biokhimya 16, 139—145 [1951]. 

4 H.C. Eckstein u. M.H. Soule, J. biol. Chemistry 91, 395—404 [1931]. 

5 C.H. Williams, W.R. Bloor u. L. A. Sandelholzer, J. Bacteriol. 37, 
301—313 [1939]. 

6 §. Akasi, J. Biochemistry [Tokyo] 28, 355—370 [1938]; 29, 13—20, 21—29 
1939]. 
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von Salmonella typhimurium untersuchte. Mit Riicksicht auf die be- 
kannte Tatsache, daB verschiedenen Bestandteilen der Bakterienzelle 
eine toxische Wirkung zuzuschreiben ist, erschien es uns niitzlich, die 
Lipoide verschiedener Bakterien aus der Typhusgruppe zu untersuchen. 

Uber den Lipoidgehalt von Salmonella typhi (Eberthella typhosa) 
berichten Nicolle und Alilaire’, die in trockenen Bakterien 15,5% 
acetonléslicher und 10,6°%% chloroformléslicher Bestandteile fanden. In 
eigenen Versuchen konnten wir kein derartiges Mengenverhiltnis be- 
stimmen, da wir die Bakterien noch in feuchtem Zustande weiter ver- 
arbeiteten. Wir arbeiteten nach dem von Topley und Wilson® emp- 
fohlenen Verfahren des enzymatischen Abbaues, um ein méglichst scho- 
nendes Loslésen komplex gebundener Lipoide aus dem Bakterienkérper 
zu bezwecken, deren Beschaffenheit bei einer anderen Gelegenheit be- 
sprochen wird. Aus dem unverdauten Rest wurden die freien Lipoide 
mit Alkoholather extrahiert und in verschiedene Fraktionen aufgeteilt. 

Durch Fallen mit Aceton erhielten wir eine Phospholipoidfraktion, 
die aber nicht nur aus Phosphatiden besteht. Aus dem Phosphorgehalt 
wurde ein Phospholipoidgehalt von etwa 60% der Acetonfallung bzw. 
8,56% der Gesamtlipoide berechnet. Der hohe Stickstoffgehalt in dieser 
Fraktion laBt auf die Anwesenheit einer stickstoffhaltigen Substanz 
schlieBen. Der niedrige Phospholipoidgehalt der Typhusbakterien unter- 
scheidet sich stark von dem anderer Enterobakterien; dieser kann nach 
den Angaben von Williams und Mitarbeitern® bis zu 60% der Gesamt- 
lipoide betragen. 

Durch die Verseifung der Neutrallipoide erhielten wir eine verhialtnis- 
maBig geringe Menge unverseifbarer Substanzen. Ihr Prozentgehalt ist 
bedeutend kleiner als bei den bisher untersuchten Bakterien. Die chro- 
matographische Aufteilung zeigte, daB 55,4% des Unverseifbaren aus 
einer wachsartigen Substanz besteht. Sie ist mit Petrolither sehr leicht 
eluierbar und wird wahrscheinlich ein Kohlenwasserstoff sein. Weiter 
konnten wir eine ganz geringe Menge (1,9 mg) einer in Nadelbiindeln 
kristallisierenden Substanz* vom Schmp. 243—245° isolieren, die keine 
positive Sterin-Reaktion gab. Da wir in den anderen Fraktionen keine 
kristallisierten Substanzen erhielten, kénnen wir mit Sicherheit an- 
nehmen, daB in den Lipoiden der Typhuserreger keine Sterine vor- 
kommen. Dieses Beispiel zeigt einleuchtend, daB auch ganz geringe 
Mengen von Sterinen mittels der chromatographischen Analyse nach- 
weisbar sein mii®ten, wenn sie in den Bakterienlipoiden vorkommen. 
Unser Befund spricht gegen die Behauptung von Hecht®, der die An- 
wesenheit von Sterinen in den Salmonellen verwandten Colibakterien 
bewiesen zu haben glaubt. 


* Eine photograph. Abbildung der Kristalle kann vom Verf. angefordert 
werden. 

7 W.W.C. Topley u. H. Raistrick, Lancet 282, 252—256 [1937]. 

8 M. Nicolle u. E. Alilaire, Ann. Inst. Pasteur 28, 545—557 [1909]. 

® E. Hecht, diese Z. 231, 279—280 [1935]. 
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Die Untersuchung der Fettsaéuren ergab, daf in den neutralen Li- 
poiden feste und fliissige Fettsiuren im gleichen Mengenverhaltnis ver- 
treten sind. Die festen Sauren konnten als reine Stearinsdure identifiziert 
werden, wihrend die fliissigen ein Gemisch von Olsiure und vielleicht 
etwas Hexadecensiure sein kénnen. In den Neutrallipoiden werden die 
Fettsiiuren nur als Glyceride vorkommen, da wir nach der Hydrolyse 
nur Glycerin und keine Kohlenhydrate nachweisen konnten. 


Die Typhusbakterien sind arm an Wachsen. Nach der Extraktion 
der Lipoide konnten wir aus dem Bakterienriickstand mit Chloroform 
nur eine ganz geringe Menge Wachs erhalten. Durch Verseifung 
des extrahierten Riickstandes und Behandlung der Lésung mit Ather 
konnte man feststellen, da keine Lipoide mehr darin enthalten sind. 
Durch die Behandlung mit Alkohol-Ather lassen sich daher aus den 
Typhusbakterien fast alle freien Lipoide gewinnen. 


Beschreibung der Versuche 


Ziichten der Mikroorganismen 


Die Versuche wurden mit der Bakterienmasse von Salmonella typhi 
(.,Vi‘‘-Stamm von Bhatnagar) ausgefiihrt. Die Bakterien wurden auf einem festen 
Nahrboden, zusammengestellt aus gleichen Teilen Placentabriihe und Pepton mit 
3% Bacto-Agar, 24 Stdn. bei 37° geziichtet. Insgesamt wurde ein Ansatz von 
500 Kolleschen Flaschen vorbereitet und in Portionen von je 100 Stiick verarbeitet. 


Herstellung der Lipoide 

Die Mikroorganismen wurden vom Nahrboden mit physiologischer Kochsalz- 
lésung abgespiilt und die Suspension (Gesamtvolumen 101) scharf zentrifugiert. 
Die abgeschleuderten Bakterien von je 100 Kolleschen Flaschen suspendierte man 
in 300 ccm Borat-Puffer (py 7,8) und versetzte mit 1g Trypsin (B.B.L. 1:300) 
und etwas Toluol. Nach 24-stdg. Stehenlassen im Brutschranke bei 37°, wobei man 
die Lésung 6fters umschiittelte, stieg das py stark an und muBte mit n-Natron- 
lauge korrigiert werden. Die Lésung blieb dann unter den gleichen Bedingungen 
weitere 48 Stdn. im Brutschranke stehen. Nach dem Ablauf dieser Zeit waren die 
EiweiBstoffe verdaut und die an Polysaccharide komplex gebundenen Lipoide be- 
fanden sich in der Lésung. Das Gemisch wurde abzentrifugiert, die unverdauten 
Bakterienkérper mit einer Alkohol-Athermischung (3:1) bei 60° erschépfend ex- 
trahiert und das Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert. Das verbliebene Wasser 
wurde unter Zusatz von Benzol im Vakuum abdestilliert. Nach dem Aufnehmen 
in Petrolather, Filtrieren und Abdampfen im Vakuum konnte man 827 mg Lipoide 
als braune, halbfeste Masse erhalten. 


Abtrennung der Phospholipoide 


Die Lipoide wurden in 5 ccm Petrolither gelést und in 70 ccm Aceton ge- 
gossen; es bildete sich zuerst eine milchige Triibung und dann schied sich ein 
gelblicher, flockiger Niederschlag aus. Nach einigen Stunden wurde die klare 
Fliissigkeit dekantiert und die Fallung wiederholt. Nach dem Zentrifugieren und 
Waschen in der Zentrifuge mit Aceton konnte man 116,4 mg (14,0%) erhalten. 
Phosphor (nach Pregl-Lieb): 35,9 mg Sbst.: 59,6 mg (NH4)3[P(Mo30,9)4]. 
Stickstoff (nach Kjeldahl): 13,3 mg Sbst.: 2,95 cem n/70-H,SO,. 

Gef. P 2,39, N 4,438. P:N =0,2:1. 

Aus dem Phosphorgehalt lat sich ein Phospholipoidgehalt von 59,75°, bzw. 
8.56% auf Gesamtlipoide errechnen. 
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Verseifung der Neutrallipoide 


Die Acetonlésung der Neutrallipoide wurde zur Trockene eingedampft, in 
15 com Methanol gelést und mit 0,7 g KOH unter Riickflu8 verseift. Nach dem 
Abdestillieren der Halfte des Methanols fiigte man 20 ccm Wasser hinzu und 
schiittelte 3-mal mit je 20ccm Ather aus. Die atherische Lésung wurde dann 
2-mal mit je 20 ccm 25-proz. Methanol, 10 ccm verd. Natronlauge und nochmals 
2-mal mit je 20 ccm 25-proz. Methanol gewaschen. Nach dem Verdampfen des 
Athers und Trocknen im Vakuum erhielt man 47,2 mg (6,5% der Neutrallipoide) 
Unverseifbares. 


Chroiatographische Untersuchung des Unverseifbaren 
Das Unverseifbare (47,2 mg) wurde in 20 ccm Petrolather (S. G. 0,60—0,68) 
gelost und iiber eine kleine Séule von 5g Aluminiumoxyd nach Brockmann 
(,,.Merck“) filtriert. Als Eluierungsmittel wurden Petrolather, Benzol, Ather, 
Methanol, sowie Kombinationen dieser Lésungsmittel verwendet. Dabei wurden 
Fraktionen von je 25 ccm aufgefangen. Das Ergebnis der Trennung zeigt folgende 
Tabelle. 
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Mehr als die Halfte des Unverseifbaren bestand aus einer wachsartigen Sub- 
stanz. Angesichts der leichten Eluierbarkeit mit Petrolather kénnte es sich um 
einen héheren Kohlenwasserstoff handeln. Frakt. 4 bestand aus einer Substanz, 
die aus Benzol-Alkohol in Nadelbiindeln kristallisierte und bei 243—245° (Kofler- 
block) schmolz. Sie gab keine positive Liebermannsche Reaktion. Die anderen 
Fraktionen werden wahrscheinlich aus verschiedenen héheren Alkoholen oder ihren 
Athern bestehen. 


Die Fettsaiuren 

Die alkalische Seifenlésung und die Waschlésungen wurden vereinigt und aus 
ihnen das enthaltene Methanol im Vakuum abdestilliert, mit verd. Schwefelsaure 
bis zur Kongorotblauung versetzt und die ausgeschiedenen Fettsauren in Ather 
aufgenommen. Nach dem Trocknen der Lésung mit Natriumsulfat, Verdampfen 
und Trocknen im Vakuum verblieben 583,7 mg (82,7% der Neutrallipoide) Fett- 
sduren. Die Trennung nach Twitchell? ergab 46,9% feste und 51,8% fliissige 
Sauren. Die festen Sauren bestanden fast ausschlieBlich aus Stearinsaure. 

274,2 mg Sbst.: 9,63 cem n/10-NaOH. 

CygH;,0,. Ber.: “Aquiv. -Gew. 284,4. Gef.: Aquiv.-Gew. 284,7. 

Ber.: Neutr.-Zahl 197,02. Gef.: Neutr.-Zahl 193,33. 

Die Bleiverbindung schmolz bei 114—115° und gab mit Bleistearat keine 

Depression. 


10 E. Twitchell, Ind. Engng. Chem. 231, 279—280 [1921]. 
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Die fliissigen Fettsiuren besaBen ein Aquivalentgewicht 272,8 und Neutrali- 
sationszahl 206,6. Diese Zahlen sind den theoretischen Zahlen der Olsdure (Aquiv.- 
Gew. 272,8, Neutr.-Zahl 198,75) recht nahe, aber die Jodzahl 58 weicht von der 
theoretischen (89,93) stark ab. 


Nachweis von Glycerin 


Nach dem Ausschiitteln der Fettsiuren wurde die wisserige Lésung auf ein 
kleines Volumen konzentriert und darin das Glycerin nach Feig]" mit Piperidin 
und Nitroprussidnatrium nachgewiesen. Bei der Priifung mit dem Benzidinreagens 
nach Horrocks! konnte die Anwesenheit reduzierbarer Zucker nicht bewiesen 
werden. Ein Beweis nichtreduzierbarer Zucker mit Resorcin in Trichloressigsiure 
sowie die Reaktion von Molisch fielen ebenfalls negativ aus. 


Untersuchung des Bakterienriickstandes 


Der Extraktionsriickstand (17 g) wurde wihrend 24 Stdn. im Soxhlet mit 
Chloroform extrahiert. Nach dem Entfernen des Liésungsmittels verblieben 13,2 mg 
eines lichtbraunen Wachses. Der extrahierte Riickstand wurde mit n-Natron- 
lauge 5 Stdn. unter RiickfluB erhitzt, abgekiihlt und mit Ather ausgeschiittelt. 
Die atherische Schicht enthielt keine gelésten Stoffe. Nach dem Ansauern mit 
Schwefelsiure konnte man auch keine atherlésliche Stoffe extrahieren. 


Zusammenfassung 


Die Lipoide aus den Typhusbakterien (Salmonella typhi) wurden 
isoliert und untersucht. Sie enthalten etwa 8,56°/, Phospholipoide und 
85,34°/, Neutrallipoide mit 6,5°/, Unverseifbaren und 82,79/, Fettsiuren. 
Im Unverseifbaren konnten keine Sterine nachgewiesen werden. Die 
Fettsiuren enthalten 46,9°/, feste, im allgemeinen Stearinsiure, wah- 
rend die fliissigen Séuren ein Gemisch sein werden. Die Neutrallipoide 
bestehen aus Glyceriden. 


1. FF, Feigl, A. Lenzer, V. Demant, O.Frehden u. V. Anger, Mikro- 


chim. Acta 1, 127—141 [1937]. 
122 R. H. Horrocks, Nature [London] 164, 444 [1949]. 
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Uber die papierchromatographische Analyse der Porphyrine 
und einiger Gallenfarbstoffe 


2. Mitteilung 
Von 


Robert Kehl und Walther Stich 
Aus der I. Medizinischen Universitétsklinik Miinchen, Direktor: Prof. Dr. K. Bingold 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Marz 1952) 


In der ersten Mitteilung! war iiber die Papierchromatographie (PC) 
von Porphyrin-Reinsubstanzen berichtet worden. Bei einem 2.4- oder 
2.6-Lutidin-Wassersystem mit Ammoniakzusatz zur Atmosphire bei 
25°C ergaben sich konstante Ry-Werte. Die Steighdhe der Porphyrine 
war umgekehrt proportional zu ihrer Anzahl an Carboxylgruppen?. 
Es lieBen sich bereits geringe Mengen Reinsubstanz (1—3 +), insbesondere 
der drei biologisch wichtigsten Porphyrine, nimlich Uro-, Kopro- und 
Protoporphyrin bzw. seiner Umwandlungsprodukte Meso- und Deutero- 
porphyrin trennen, jedoch war die Differenzierung in Strukturisomere 
nicht mit Sicherheit modglich. 

Es interessierte nun, inwieweit klinische und biochemische Fragen 
mittels der PC beantwortet oder ergiinzt werden konnten. Wir unter- 
suchten Porphyrinextrakte bei experimenteller Koproporphyrie der 
Hefe, experimenteller Bleivergiftung des Kaninchens sowie physio- 
logische und pathologische menschliche Porphyrin-Ausscheidungen 
(okkulte Magen-Darmblutungen, Hepatitis, Bleivergiftung, akute und 
chronische Porphyrie). 

Bei 8 Untersuchungen von experimenteller Bleivergiftung des 
Kaninchens (tgl. i.v.-Injektion 10-proz. Bleiacetatlsg.) war nach Eis- 
essig-Atherextraktion®* von 10 cem Harn Koproporphyrin bis zu 
einer Konzentration von 0,0087 mg% noch chromatographierbar. Das 
gleiche Ergebnis fand sich bei Untersuchungen von 60 Hepatitis-Harnen. 
Zuverlassige Resultate waren aber erst von der Konzentration 0,020 mg%, 
ab zu erhalten. Hier fanden sich stets Koproporphyrin und Urobilin 
bzw. Sterkobilin, in 2 Fallen auBerdem Protoporphyrin (1 Patient mit 
VerschluBikterus). 

Bei mehrfachen Untersuchungen einer chronischen Porphyrie 
konnte die PC nach Bleiacetatfallung (10 com Harn) des Uroporphyrins 
bereits von Konzentrationen von 0,0025 mg% ab angewandt werden. 
Das gleichfalls mitchromatographierte Bleiacetat und braune Pigment 


1 1, Mitt.: R. Kehl u. W. Stich, diese Z. 289, 6 [1951]. 

2 R. E. H. Nicholas u. A. Comfort, Biochem. J. 45, 208 [1949]; R. E. H. 
Nicholas u. C. Rimington, Biochem. J. 48, 306 [1951]. 

3 Saillet, Rev. méd. 16, 542 [1896]. 

4H. Fischer, diese Z. 96, 177 [1915]. 
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bewirkten eine Depression des Ry-Werts von Uroporphyrin je nach 
Konzentration um 0,05 bis 0,1. Durch Elution der Porphyrinfraktion 
mit Hilfe der nachfolgend beschriebenen Verfahren und erneuter PC 
des Eluats wurde dann ein normaler Ry-Wert erzielt. Auch die iibrigen 
Untersuchungen zeigten die gleichen Schwellenwerte zur PC. Frak- 
tionen mit Ry-Werten, die das Vorkommen von Porphyrinen unbe- . 
kannter chemischer Konstitution des menschlichen Stoffwechsels (etwa 
5-COOH-) nahelegen wiirden, fanden wir bisher auch bei Extraktion 
groBerer Harnmengen bis 100 cem nicht. 

Zuweilen war eine Fraktion mit blauer Fluoreszenz, Ry-Wert 0,61, 
nachweisbar, die méglicherweise Indikan oder Bilicyanin zuzuschreiben 
war, 

Bei Atherextraktion und Bleiacetatfillung mitgehendes Urobilin 
und Sterkobilin zeigten bei Auswertung im UV-Licht (Woodsches Filter) 
eine gelbgriine Fluoreszenz mit Ry-Werten, die zwischen Kopro- und 
Protoporphyrin lagen. Bei der gegeniiber letzter Mitteilung geanderten 
Raumtemperatur von 15°C betrugen die Ry-Werte fiir Urobilin 0,65, 
Sterkobilin 0,67 *. 

Bei zweidimensionaler PC von Koproporphyrin I (synthetisch) 
einerseits und Koproporphyrin I und ITI andererseits mittels des gleichen 
Lésungsgemischs Lutidin-Wasser, fand sich in beiden Fallen konstant 
eine Auftrennung in 2 Fraktionen, was gegen Vorliegen einer Trennung 
in Strukturisomere sprechen wiirde. Bei quantitativer Auswertung der 
2 Fraktionen beider Substanzen lagen die Werte innerhalb der gleichen 
GroBenordnung, was ebenfalls in obigem Sinn zu verwerten wire. 

Die quantitative Auswertung mittels eines von Decker® an- 
gegebenen, fiir unsere Zwecke abgewandelten Verfahrens, lieBen bei 
Mengen von 3—50 y Uro- und Koproporphyrin eine Genauigkeit von 
75 bis 85%, bei Deuteroporphyrin zwischen 3—10 y von 85%, von 
10 bis 50 y nur von 50% zu. Das Verfahren schien demnach fiir quanti- 
tative praparative Untersuchungen unserer Stoffe geeignet. 


Beschreibung der Versuche 


Die Porphyrinextrakte wurden auf bekannte Weise gewonnen* 4.7.8, Zu der 
zu extrahierenden Lésung oder Substanz wurde 1/; ihres Vol. an Eisessig gegeben, 
dann mit 3-facher Menge Ather */, Stdn. ausgeschiittelt, erstes Athergemisch ab- 
gegossen, dann erneut mit 2-facher Athermenge 1/, Stde. schiitteln. Danach Waschen 
mit aqua dest. bis zur Lackmusneutralitat. Durchschiitteln mit 2x2 ccm 5-proz. 
titrierter HCl, Messung der Fluoreszenzintensitit mit Stufenphotometer. Stérende 
Nebenfluoreszenzen (Urobilin, Sterkobilin, Indikan, Bilicyanin) kénnen durch L,- 
Filter ausgeschaltet werden. Oder aber Messung der Adsorptionsintensitét mittels 


5 R. Fikentscher u. K. Franke, Klin. Wschr. 1934, 285. 

* Fiir die Uberlassung von Urobilin IX, «- und Neoxanthobilirubinsdure 
danken wir Herrn Prof. Siedel, Hochst, fiir Sterkobilin Herrn Dr. Maske, 
II. med. Univ.-Klinik. 

® P. Decker, Naturwiss. 12, 287 [1951]. 

7 R. Fikentscher, Biochem. Z. 294, 1932 [257]. 

8 J. Brugsch, Z. ges. inn. Med. 1947, 1, 73. 
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des Beckman-Spektrophotometers im Bereich des ,,Soret-Banden-Maximum“ und 
Vergleich gegen Eichkurve. 

Nach Ausschiitteln der atherléslichen Farbstoffe wurden die 10 ccm so be- 
handelter Lsg. mit 0,5 mg 10-proz. Bleiacetat versetzt, der Niederschlag durch 
Faltenfilter abgetrennt und das adsorbierte Uroporphyrin aus diesem durch 4 ccm 
25-proz. HCl herausgelést, danach quantitative Bestimmung wie vorher. 

Nach der Messung wurden die salzsauren Porphyrinlésungen im Vakuum bei 
40° C auf etwa 0,1 com eingedampft. Bei gréBeren Mengen salzsauren Extrakts war 
Einleiten von Stickstoff unerlaBlich, wie der Vergleich einer gleichen Menge mit 
und ohne N behandelter Lésung zeigte. Bei Eindampfen kleiner Mengen bis 4 cem 
fallt die Oxydationswirkung der eingeleiteten Luft kaum ins Gewicht. Die ein- 
gedampfte Porphyrinlésung wurde mit Mikropipette aufgenommen und in Schil- 
chen tiber Atznatron im Vakuumexsikkator bis zur Trockne eingedampft. Danach 
Auflésen in 2-n.NH,OH und Chromatographieren in angegebener Weise1. Gleich- 
zeitig wurden stets Teste von Uro-, Kopro- und Protoporphyrin mitlaufen gelassen. 
Identifikation der chromatogr. Fraktionen im UV-Licht (Hanauer Analysenquarz- 
lampe mit Woodschem Filter) oder mit Taschenspektroskop gegen starke Licht- 
quelle. 

Da wir im Winter unter anderen Bedingungen arbeiteten, 15°C, seien die 
dadurch geanderten Rr-Werte aufgefiihrt: 2.4-Lutidin-Wasser 1:1, 15° C, Papier 
Schleicher & Schiill 2043b. 

Uroporphyrin Atioporphyrin a 
Koproporphyrin ... Koproporphyrinester. . 
Protoporphyrin . . . . 0,75 Uroporphyrinester . . . 
Protoporphyrinkobalt * Bilirubin ,,Homburg“ 
Urobilin 
Mesoporphyrin .... 9Q, Sterkobilin ...... 
Deuteroporphyrin . . . 7 Neoxanthobilirubin- 
Hamatoporphyrin . . . 0,7 saure 


Hatte sich das Atioporphyrin bei 25° C bereits nur in Spuren vom Startpunkt 
gelést, so zeigte es bei 15°C keine Wanderung mehr. Koproporphyrinester zeigte 
schlechtere Wanderung als Uroporphyrinester. Bilirubin erwies sich auch bei der 
PC als sehr empfindlich. Nach Auflésen war es nur wenige Stunden haltbar, eine 
zweidimensionale PC war daher nicht méglich. Ahnlich verhielt sich Neoxantho- 
bilirubinsaure. 


Quantitative Untersuchung mittels der PC 


Protoporphyrin bzw. Deutero- und Mesoporphyrin, Uro- und Koproporphyrin- 
ester wurden auf der Mikroanalysenwaage eingewogen, die Ester durch 7-n.HCl 
12 Stdn. bei Raumtemperatur verseift. Uber Atznatron im Exsikkator bis zur 
Trockne eingedampft, in 2-n.titriertem NH,OH aufgenommen und die Ad- 
sorptionsmaxima im UV-Bereich mittels des" Beckman-Spektrophotometers ge- 
messen. Fiir Uroporphyrin aus Porphyrieharn fand sich ein Adsorptionsmaximum 
bei 398 my, fiir synthet. Koproporphyrin I bei 393 my, fiir Deuteroporphyrin bei 
400 mu. Mittels unterschiedlicher Konzentrationen der genannten Porphyrine 
wurden Eichkurven im Bereich des Soret-Banden-Maximums aufgestellt. Die ver- 
schiedenen Porphyrine wurden nun in 8 cm lange Streifen auf der Startlinie des 
Filterpapiers aufgetragen und wie beschrieben chromatographiert. Nach Trocknen 
des Chromatogramms Markierung der Fraktionen im UV-Licht und Heraus- 
schneiden von 9—10 cm langen Streifen mit einer Spitze. Die Streifen wurden auf 
eine Glasplatte (alte Fotoplatte, 9x 12 cm) gelegt, zwischen die einzelnen Streifen 
Auftragen einer Linie mit Vakuumfett, um seitliches AbflieBen der Elutionslésung 
zu verhindern. Dann Aufpressen einer zweiten Platte. Die Platte wurde nun auf 
den Rand einer Petrischale mit dem Elutionsgemisch (2.4 Lutidin 10° und aqua 
bidest. 90%) gelegt. Der iiberragende Teil des Filterstreifens tauchte dabei in die 
Lésung. Durch Einstrom der Elutionslésung wurde die streifige Fraktion innerhalb 
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von 1 Stde. in die Spitze getrieben. Die Spitze wurde dann abgeschnitten und im 
Vakuum mittels Saugréhrchens durch 2-n.titriertes NH,OH eluiert. Das Eluat 
wurde durch weitere Menge 2-n.titriertes NH,OH auf ein Volumen von 3,0 ccm 
gebracht und die Adsorptionsintensitaét im Bereich des Soret-Banden-Maximums 
bestimmt. Bei kleinen Mengen von 1—10y geniigte nach PC direktes Heraus- 
schneiden und Eluieren des Flecken. Uber Fehlergrenze des Verfahrens siehe vorher. 

Sowohl bei Protoporphyrin als auch bei Deuteroporphyrin traten Verinde- 
rungen wahrend der PC und offenbar auch teilweise Adsorption an die Cellulose- 
faser des Papiers ein, die nicht mehr riickgingig zu machen waren. Zur Elution 
der Deuteroporphyrinfraktion war es zweckmafig, nach Herausschneiden der Uro- 
und Koproporphyrinstreifen, aus dem Papier nochmals einen Zylinder zu bilden 
und mit einem Lésungsgemisch 10 : 90 2.4-Lutidin-Wasser zu chromatographieren. 
Dabei wurde das obere Ende der Deuteroporphyrinfraktion gleich zur Spitze zu- 
geschnitten. Die Anwendung dieses Verfahrens auf quantitative Beurteilung von 
Urobilin und Sterkobilin (504 my in 2-n.NH,OH) insbesondere quantitative Be- 
urteilung der Relationen von Porphyrinen zu Urobilin bzw. Sterkobilin bei be- 
stimmten Krankheitszustanden lagen mittels dieses Verfahrens im Bereich der 
Moglichkeiten. ; 

Das quantitative Verhaltnis der Haupt- und Nebenfraktionen von Uro- und 
Koproporphyrin betrug: 

Hauptfraktion U: Rr 0,18 zu Nebenfraktion Ry 0,22 
Hauptfraktion K :0,52 zu Nebenfraktion Rr 0,48... . 


: Zusammenfassung 


Die Papierchromatographie der extrahierten atherléslichen Por- 
phyrine (Kopro-, Proto-, Meso- und Deuteroporphyrin) (10 cem Unter- 
suchungslésg.) war von einer Konzentration von 0,02 mg%, bei Uropor- 
phyrinen von 0,0025 mg% ab méglich. Das bereits friiher mitgeteilte 
Verfahren hat sich zur Analyse biologischen Materials sehr gut geeignet. 
Untersucht wurden Porphyrinextrakte von Koprohefe, von Harn blei- 
vergifteter Kaninchen, normalen und pathologischen menschlichen 
Harnen (Hepatitis, Bleivergiftung, Magen-Darmblutungen, Porphyrie). 

Urobilin und Sterkobilin kommen bei der Papierchromatographie 
der Porphyrine ebenfalls zur Darstellung. 

Es wird ein Verfahren angegeben, das weitere praparative Unter- 
suchungen der durch Papierchromatographie gereinigten und getrennten 
Fraktionen erméglicht. 
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Uber eine weitere Farbreaktion auf einige Gallensiuren 
Von 
E. P. HiuBler 
Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie Basel 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8, April 1952) 


AnlaBlich der Ausarbeitung einer Farbreaktion zum Nachweis von Rotenon 
in Schidlingsbekampfungsmitteln! wurde eine Anzahl weiterer organischer Ver- 
bindungen mit dem hierzu verwendeten Reagens (Vanillin + Schwefelsaure) 
gepriift. Hierbei konnte festgestellt werden, daB noch einige derselben die gleiche 
Farbe (dunkelblau) ergaben wie das Rotenon. Unter diesen befanden sich auch die 
Cholséure und die Desoxycholsiure, wahrend die Reaktion mit Lithocholsaure 
nahezu negativ ausfiel?. 

Da es bei Verwendung von Schwefelsiure nach der fiir den Rotenonnachweis 
angegebenen Methode vielfach schwierig ist, die Reaktion stets unter denselben 
Bedingungen auszufiihren, wurde die Schwefelsiure durch konzentrierte Phosphor- 
siure ersetzt. Es standen vorlaufig zur Verfiigung je 2 Proben Cholséiure und 
Desoxycholsaure verschiedener Provenienz und je eine Probe itthockolene* und 


Dehydrocholsaure. 


Ausfihrung der Reaktion 
(Mol-Verhaltnis Gallenséure: Vanillin = 1; etwa 2,6) 

0,1—0,2 g der Gallensiure und ebensoviel Vanillin werden in 20 ccm reinem 
95-96-proz. Alkohol gelést, gleichzeitig wird eine entsprechende Blindlésung (ohne 
Vanillin) hergestellt; diese Lésungen kénnen dann zur Bestimmung der Empfind- 
lichkeit der Reaktion nach Belieben weiter verdiinnt werden. 

In Reagensglaser (etwa 17 x 2 cm) werden je 2,0 ccm der betreffenden alkohol. 
Lésungen gegeben und in ein heiBes Wasserbad gestellt. Nach Verdunsten des Alko- 
hols werden 0,5—1,0 cem reine Phosphorsiure von etwa 85% zugefiigt und die 
Glaser weitere 30—40 Min. im siedenden Wasserbade gehalten, worauf noch nach 
kurzem Abkiihlen 3—5 ccm Aceton zugesetzt werden; durch schwaches Schwenken 
der Glaser soll vollkommene Lésung des Reaktionsgemisches erreicht werden; 
soll die erhaltene Lésung noch verdiinnt werden, so verwende man hierzu etwa 15% 
Phosphorsaure enthaltendes Aceton. 


Resultate der Farbreaktionen 

1. Ohne Vanillin (d.h. mit der Blindlésung) erhélt man mit Cholsaure 
und mit Desoxycholsaure: eine schwefelgelbe Farbe (mit Stich ins Griine) 
(Grenze des positiven Ausfalles der Reaktion bei etwa 3 mg), mit Dehydrochol- 
siure und Lithocholsaure noch keine Farbreaktion mit 200 mg. 

2. Mit Vanillin erhalt man mit Cholsaure eine tiefblaue Farbe (Grenze bei 
etwa 0,5 mg) mit Desoxycholsaure eine schwarzgriine Farbe (Grenze bei etwa 
0,4 mg), mit Dehydrocholsaure eine rotbraune Farbe (Grenze bei etwa 2 mg), 
und mit Lithocholsaure keine Farbreaktion bzw. erst mit etwa 200 mg eine Spur 
blau. 

Die seinerzeit* ausgesprochene Vermutung, daf die sehr schwache Blau- 
farbung, die man bei der Reaktion mit Lithocholsiure erhalt, auf eine geringe 
Verunreinigung derselben mit Cholsaure zuriickzufiihren sei, wird damit bestatigt. 


1 FE. P. HauBler, Mitt. Gebiete Lebensmittelunters. Hyg. [Bern] 37, 178 
[1946]. 
2 E. P. HauBler, ebenda 88, 1 [1947]; 88, 301 [1947]; 40, 143 [1949]. 

3 Erhalten von Herrn Dr. Wuthier (hergestellt aus Cholsiure); H. HeuBer 
u. H. Wuthier, Helv. chim. Acta 30, 2165 [1947]. 

4 1. c.2, 40, 144 [1949]. 
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Zur Darstellung von Apoferritin 
Von 
M. Behrens und M. Taubert 


Aus dem Physiol.-chem, Institut und der Med. Poliklinik der Justus-Liebig-Hochschule, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1952) 


Seit langerer Zeit haben wir uns mit Fragen des Eisenstoffwechsels, 
besonders des Speichereisens beschaftigt. So haben wir die Beziehungen 
zwischen Hiamosiderin und Ferritin untersucht}. In letzterem, von 
Laufberger? aufgefundenem, mit Cadmiumsulfat leicht zur Kristalli- 
sation zu bringendem und gut definiertem Eisenprotein, wird heute nicht 
nur die leicht disponible Form des Speichereisens gesehen, sondern man 
glaubt auch, daB das Ferritin resp. das Apoferritin (das eisenfreie Pro- 
tein) fiir die Regulation der Eisenresorption durch die Mucosa des 
Darmes von maBgeblicher Bedeutung ist. Es gibt sicher noch andere 
Formen des Speichereisens. So werden bei der Darstellung des Ferritins 
und der Untersuchung des Hamosiderins eisenhaltige EiweiBfraktionen 
gewonnen, dié bestimmt kein Ferritin sind. Teilweise mag es sich dabei 
um bei der Darstellung des Ferritins oder der Untersuchung des Hamo- 
siderins entstandene Kunstprodukte handeln. Es bedarf noch ausge- 
dehnter Untersuchungen um die Frage der Formen des Speichereisens 
zu klaren. In der Literatur wird zwischen dem eigentlichen Ferritin und 
dem ,,nicht kristallisablen Ferritin‘ unterschieden. Bei der Fallung des 
Ferritins mit Cadmiumsulfat bleibt eine eisenhaltige Mutterlauge 
zuriick, die mit Cadmiumsulfat nicht zur Kristallisation zu bringen ist, 
und auch durch Cadmiumsulfat nicht gefallt wird, deren Eisen aber von 
zugesetztem Apoferritin bei neuerlicher Kristallisation von den sich 
bildenden Kristallen aufgenommen wird. Der Ausdruck ,,nicht kristalli- 
sables Ferritin‘ erscheint uns nach neueren Untersuchungsergebnissen 
nicht sehr gliicklich gewahlt, denn es handelt sich offensichtlich nicht 
um Ferritin, sondern lediglich um kolloidales Eisenhydroxyd, das von 
einem beigemengten, vielleicht charakteristischen Eiwei®stoff in einer 
Form gehalten wird, so daB es von dem zugesetzten Apoferritin auf- 
genommen werden kann. DaB es sich wahrscheinlich nur um eine be- 
sonders feine Verteilung des Eisenhydroxydes handelt, geht daraus 
hervor, daB auch kolloidaler Schwefel und Kongorot in gréBerer Menge 
von den sich bildenden Apoferritinkristallen aufgenommen werden. 
Zwischen der Einlagerung des Eisenhydroxyds, des Schwefels und des 
Kongorots, diirfte kein prinzipieller Unterschied bestehen. Auch Schwe- 
fel und Kongorot haben, wie das Eisen des Ferritins, bei wiederholter 
Umkristallisation die Neigung, sich den Kristallen wieder einzulagern. 


1 M. Behrens u. M. Taubert, diese Z. 289, 116 [1952]. 
2 V. Laufberger, Bull. Soc. Chim. biol. 19, 1575 [1937]. 
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Zur Untersuchung des EiweiBstoffs des sogen. ,,nicht kristallisablen 
Ferritins“, der Art der Eisenaufnahme durch das Apoferritin und zur 
Priifung der Frage, wie weit die Apoferritine der einzelnen Tierarten 
identisch sind, war es nétig, gréBere Mengen von Apoferritin in Handen 
zu haben. Das bis jetzt allein bekannt gewordene Darstellungsverfahren 
von Michaelis® ist langwierig und umstiandlich. Wir haben einen 
einfacheren Weg gefunden. 

Nach Michaelis wird das 3-wertige Eisen des Ferritins bei py 4,6 
(Natriumacetat-Puffer) durch Natriumhydrosulfit (Na,S,0,) in die 
2-wertige Form iibergefiihrt. Nach Zusatz von a, «’-Dipyridyl wird 
12 Stdn. dialysiert. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis das 
Eisen entfernt ist und man nach Zusatz von Cadmiumsulfat fast farb- 
lose Apoferritinkristalle erhalt. Nach Miachelis zeigen die so gewonne- 
nen Kristalle zuweilen eine schwache gelb-griine Farbe, die er auf 
Cadmiumsulfid zuriickfiihrt. Wir méchten annehmen, da es sich um 
aufgenommenen kolloidalen Schwefel handelt. Bei dem von Michaelis 
empfohlenen p, von 4,6 wird zwar das Eisenhydroxyd schnell reduziert, 
andererseits kommt es aber auch sehr schnell zur Ausscheidung von 
Schwefel aus dem Natriumhydrosulfit. Bei dem von uns gewiahlten 
py von 5—5,2 wird wahrend der Versuchsdauer kaum Schwefel ab- 
gespalten, andererseits verliuft die Reduktion des Eisens noch gentigend 
schnell. Weiter fanden wir, daB sich die umstandliche und zeitraubende 
Dialyse umgehen 148t, in dem man aus den mit Natriumhydrosulfit 
versetzten Pufferlésungen das Apoferritin einfach durch Zusatz von 
30-proz. Ammonsulfat ausfallt. Das 2-wertige Eisen-Ion bleibt dabei in 
Lésung und ]é8t sich nach Zentrifugieren durch AbgieBen leicht ent- 
fernen. Durch mehrmaliges Auflésen des EiweiSstoffs in Pufferlosung, 
wobei man anfangs Natriumhydrosulfit zusetzt, Ausfallen durch Am- 
monsulfat, Abzentrifugieren und AbgieBen erhalt man praktisch eisen- 
freies Apoferritin. Dieses kann man nach Lésen in Wasser mit Cadmium- 
sulfat leicht zur Kristallisation bringen. Den Zusatz von Dipyridyl zur 
Bindung des 2-wertigen Eisens als lésliches Komplexsalz halten wir fiir 
iiberfliissig. Das Cadmiumsulfat laBt sich nach demselben Prinzip durch 
mehrmaliges Umfallen mit Ammonsulfat aus dem Protein wieder ent- 
fernen. 

Bei der von uns ausgearbeiteten Methode der Apoferritindarstellung 
kann man von Ferritin-Cadmiumsulfatkristallen ausgehen. Man kann 
aber eben so gut auf Apoferritin hinarbeiten, ohne erst Ferritin iiber die 
Cadmiumverbindung darzustellen. Wenn sich auch Ferritinkristalle 
direkt aus Gewebsextrakten durch Zusatz von Cadmiumsulfat gewinnen 
lassen, so wird der eigentlichen Ferritin- bzw. Apoferritindarstellung 
doch zweckmaBigerweise eine Vorreinigung der Extrakte vorgeschaltet. 
Durch Hitzekoagulation bei 78 bis 80° C wird die Hauptmenge stérender 


3 L. Michaelis, Advances Protein Chem. 8, 53 [1947]. 
4 Schwietzer (Nordmark-Werke), miindliche Mitteilung. 
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EiweiBstoffe entfernt. Durch fraktionierte Ammonsulfatfaillung* wird 
das Ferritin angereichert, um schlieSlich mit Cadmiumsulfat zur Kri- 
stallisation gebracht zu werden. Bei der fraktionierten Ammonsulfat- 
fallung ist zu beachten, daB die optimalen Fallungsgrenzen des Ferritins 
fiir die verschiedenen Tierarten und fiir die verschiedenen Organe nicht 
identisch sind. So liegen die giinstigsten Fallungsgrenzen fiir das Ferritin 
der Pferdemilz zwischen 15°%% und 24°%%, fiir das der Menschenleber 
zwischen 25° und 30%. Wie weit dieser Umstand milieubedingt ist 
oder auf die Verschiedenartigkeit der Ferritine zuriickzufiihren ist, ist 
zunachst noch nicht gekliart. 


Beispiele 
1. Direkte Darstellung von Apoferritin aus Pferdemilz 


Die Milzen alterer Pferde eignen sich am besten zur Darstellung von Ferritin 
und Apoferritin. , 


300 g Pferdemilz eines 15 Jahre alten Tieres werden in kirschgroBe Stiicke 
geschnitten und diese im Starmix unter Wasserzusatz zerkleinert. Der Gewebebrei 
wird nach weiterem Zusatz von Wasser (im ganzen 600—700 ccm) in eine 1-I- 
Flasche gefiillt. Diese wird verschlossen, in ein geraumiges kaltes Wasserbad ver- 
senkt, das innerhalb von 14 Stde. auf79 bis 80° C aufgeheizt wird. Unter mehrmaligem 
Umschiitteln verbleibt die Flasche nunmehr | Stde. in dem Wasserbad. Der Inhalt der 
Flasche hat dann eine Temperatur von 78° C angenommen ohne daB es zu einem 
teilweisen Uberhitzen des Inhalts kommt. Der Inhalt der Flasche wird durch ein 
Sieb gegossen, um das grobkoagulierte EiweiB abzutrennen. Nach Abkiihlen wird 
der Fliissigkeit fiir je 100 com 15 g Ammonsulfat zugesetzt. Nach ca. 1 Stde. wird 
scharf abzentrifugiert. Die abgegossene Fliissigkeit wird fiir je 100ccm mit 9¢ 
Ammonsulfat (24% Ammonsulf.-Konzentration) versetzt und nach % Stde. die 
sich bildende Fallung abzentrifugiert. Diese wird in 100 com Natriumacetatpuffer 
(pq 5,0—5,2, Walpole) gelést. Von evtl. Ungeléstem wird abzentrifugiert. Nun 
werden 3g Natriumhydrosulfit zugesetzt und der Ansatz unter mehrmaligem 
Umschiitteln in einem verschlossenen GefiB ca. 2 Stdn. stehengelassen. Anschlie- 
Bend werden 30g Ammonsulfat zugesetzt und nach Liésung desselben wird in 
verschlossenen Zentrifugenglasern scharf abzentrifugiert. Die iiberstehende, eisen- 
haltige Fliissigkeit wird abgegossen und verworfen. Der Bodensatz wird wiederum 
in 100 ccm Puffer gelést, 2g Natriumhydrosulfit werden zugesetzt und nach 
2 Stdn. wird mit Ammonsulfat gefallt und zentrifugiert. Dieser Vorgang wird 
noch 2- bis 4-mal wiederholt, wobei weniger resp. das letzte Mal kein Natrium- 
hydrosulfit zugesetzt wird. Die urspriinglich tiefbraune Fliissigkeit nimmt schlieB- 
lich eine milchige, fleischfarbene Farbung an, welche nicht mehr von Eisenhydroxyd 
herriihrt. Nach der letzten Fallung mit Ammonsulfat wird der Niederschlag mit 
Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Der Niederschlag geht dabei nicht ganz in Lésung, 
da die Ammonsulfatkonzentration noch zu hoch sein diirfte. Man kann trotzdem 
nach guter Suspendierung sofort 50 ccm 10-proz. Cadmiumsulfat-Lésung zugeben. 
Durch deren Zusatz tritt zunaichst eine ausreichende Verdiinnung ein, so daB 
praktisch alles in Lésung geht. Die Kristallisation des Apoferritins tritt erst spiter 
ein. Um sicher zu sein, daB alles Apoferritin auskristallisiert ist, 148t man am besten 
iiber Nacht stehen. Nach Beendigung wird kurz bei geringer Tourenzahl (3 Min., 
2000 T) zentrifugiert. Dabei gehen die Apoferritinkristalle zu Boden, wahrend eine 
amorphe EiweiBcadmiumfallung in Suspension bleibt. Die Apoferritinkristalle 
werden in ca. 40 ccm 2-proz. Ammonsulfat-Lésung gelést, vom Unléslichen wird 
abzentrifugiert und dann wird die gleiche Menge 10-proz. Cadmiumsulfat-Lésung 
zugesetzt. Die Kristallisation tritt nunmehr sofort ein. Diese Art der Kristallisation 
kann ggf. mehrfach ohne wesentliche Verluste wiederholt werden. Nach dem ersten 
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Umkristallisieren erhalt man jedoch schon nach Zentrifugieren einen weiBen Boden- 
satz von Apoferritinkristallen. Zur Entfernung des Cadmiumsulfats wird der 
Bodensatz in 20 com Wasser gelést und nach Abzentrifugieren etwaiger unléslicher 
Verunreinigungen durch Zusatz von 5g Ammonsulfat (25%) wieder ausgefallt. 
Dieses Umfallen mu8 ungefahr 4-mal wiederholt werden, um alles Cadmiumsulfat 
zu entfernen. Das noch beigemengte Ammonsulfat laBt sich durch Lésen des 
EiweiBk6rpers in Wasser und Ausfallen mit der gleichen Menge Aceton weitgehend 
entfernen. Dieses Umfalien kann mehrmals wiederholt werden, ohne daB es zu 
einer nennenswerten Denaturierung des EiweiBkérpers kommt, sofern man ge- 
niigend schnell arbeitet. Trocknung mit Aceton ist nicht méglich, da sie zur 
Denaturierung fiihrt. 
Ausbeute (cadmium- u. ammonsulfatfreies Apoferritin): ca. 250 mg. 


2. Darstellung von Apoferritin aus Ferritinkristallen 


Will man von reinen Ferritinkristallen ausgehen, so wird der in Beisp. 1 
erhaltene Bodensatz der Fallung mit 24-proz. Ammonsulfat in 50 com Wasser ge- 
lést und nach Abzentrifugieren des Unléslichen mit der gleichen Menge 10-proz. 
Cadmiumsulfat-Lésung versetzt. Nach Kristallisation des Ferritins wird milde 
zentrifugiert. Man erhalt einen dunkelbraunen Bodensatz von Ferritin, der von einer 
hellbraunen, amorphen, eisenhaltigen Eiweif-Cadmiumfallung iiberlagert ist. 
Durch AbgieBen der iiberstehenden Fliissigkeit wird diese weitgehend entfernt. 
Der verbleibende Bodensatz wird in ca. 40 ccm 2-proz. Ammonsulfatlésung gelést 
und von der noch beigemengten unldéslichen amorphen Masse durch scharfes Zentri- 
fugieren befreit. Die klare dunkelbraune Lésung wird wiederum mit der gleichen 
Menge 10-proz. Cadmiumsulfat-Lésung versetzt. Die sich jetzt rasch bildenden 
Ferritinkristalle werden durch Zentrifugieren gewonnen. Die Umkristallisation 
kann mehrmals wiederholt werden. Die Ferritinkristalle werden nunmehr in 30 ccm 
Puffer (pq 5,0 bis 5,2) gelést und mit 2 g Natriumhydrosulfit versetzt. In einem 
verschlossenen Gefi8 wird der Ansatz etwa 1 Stde. stehen gelassen. Im weiteren 
verfahrt man sinngem&B8 nach Beisp. 1. Ein zu langes Verweilen der Ansatze im 
sauren Milieu nach Zugabe des Natriumhydrosulfits mu8 vermieden werden, da 
sonst die Gefahr besteht, daB sich kolloidaler Schwefel bildet, der von dem Apo- 
ferritin hartnackig festgehalten wird. Diese Gefahr ist bei dem Vorgehen nach 
Beisp. 1 nicht so groB, da sich evtl. bildender kolloidaler Schwefel von den noch 
beigemengten anderen Eiweif8stoffen aufgenommen wird. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und den Nordmark- 
Werken (Utersen) sind wir fiir die Unterstiitzung bei vorstehender Arbeit zu 
groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Es wird eine einfache Methode zur Darstellung von cadmium- und 
ammonsulfatfreiem Apoferritin mitgeteilt. 
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Aus dem Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung, Abt. Konstitutionsforschung, Marburg (Lahn), 
Leiter Dr. Bernh. Patzig 


(Der Schriftleitung 7ugegangen am 23. April 1952) 


Lewin machte 1888 auf eine Rauschzustiinde erzeugende Pflanze 
aufmerksam, die unter dem Namen Peyotl (Kaktee, Anhaloniumart) 
von den Eingeborenen Mexikos als Genufmittel und zu kultischen 
Zwecken verwandt wurde!. Nachdem er und spater Heffter die wirk- 
samen Stoffe angereichert hatten?, stellte Spaith die Konstitutionsformel 
des Hauptalkaloids auf und fiihrte die Synthese aus*, Es handelte sich 
um das 3.4.5-Trimethoxy-phenyl-aithylamin, das Heffter Mescalin ge- 
nannt hatte. 

Die eigenartige Rauschwirkung dieses Amins, die in echten Hal- 
luzinationen, vor allem optischer Art, zum Ausdruck kommt, hat viele 
Forscher veranlaBt, sich mit diesem Stoff zu beschaftigen und ihn auf 
sein Verhalten im tierischen oder menschlichen Organismus zu unter- 
suchen. 

Ein Teil der Arbeiten beschaftigt sich mit den rein psychologischen 
Wirkungen**®, ein anderer Teil mit dem fermentativen Abbau im 
K6rper®*. Vogt versuchte Anreicherungen in Hundegehirnen fest- 
zustellen*. Ferner liegen Arbeiten iiber die Bestimmung der Verweil- 
dauer der Droge im tierischen und menschlichen Organismus vor und 
die Analyse der im Harn erscheinenden Produkte®*®, Diese Unter- 

* Vorlaufige Mitteilung: W. Block und K. Block, Angew. Chem. 64, 165 

1952]. 
: Lewin, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 24 [1888]. 

2 Heffter, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 34, 65 
[1894]; 40, 385 [1898]. 

3 E. Spath, Mh. Chem. 40, 139 [1918]. 

4K. Beringer, Der Mescalinrausch. J. Springer, Berlin 1927. Hier auch 
weitere Literaturnachweise. — Meyer-Gross u. Stein, Z. Neurol. 101, 354 [1926]; 
J. Delay u. H. P. Gérard, L’Encephale 37, 196 [1948]; J. Delay, H. P. Gérard 
u. D. Allaix, Presse méd. vom 25. 12. 1949. 

*R. Fischer, F. Georgiu. R. Weber, Schweiz. med. Wschr. 34, 817 [1951]. 

6 K.H. Slotta u. J. Miiller, diese Z. 288, 14 [1936]. 

7 F. u. M. Bernheim, J. biol. Chemistry 128, 317 [1938]; C. Pugh u. 
J.H. Quastel, Biochem. J. 31, 2306 [1937]; H. Blaschko, D. Richter u. 
H. Schlossmann, Biochem. J. 31, 2187 [1937]; E. Werle u. E. v. Pechmann, 
Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. , 433 [1948/49]. 

8 M. Vogt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 182, 112 

1936]. 
, TD, Richter, Biochem. J. 32, 1763 [1938]. 
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suchungen konnten jedoch nicht befriedigen, solange die exakt aus- 
gefiihrte chemische Aufarbeitung kaum 50° der verabreichten Menge 
erfaBte. 

Schon sehr friih wurden die Zusammenhinge zwischen Psychosen 
der Geisteskranken und der experimentellen Mescalinvergiftung heraus- 
gestellt und diskutiert!®. Man glaubte sogar von Modellpsychosen 
sprechen zu k6nnen; wir méchten uns jedoch dieses Ausdruckes mit 
Zuriickhaltung bedienen, da ein Mescalinrausch trotz mancher Ahnlich- 
keiten nur sehr bedingt mit einer Psychose verglichen werden kann*", 


Die von B. Patzig angeregten Arbeiten, von denen die erste hier 
vorgelegt wird, sollen dazu beitragen, tiefere Einblicke in das Schizo- 
phrenieproblem zu gewinnen. 


Fermentversuche mit Mescalin* 


Von Quastel und Wheatley wurde gefunden’, da8 0,12°, Mescalin im 
Warburg-Versuch die Atmung von Rattenhirn mit Glucose als Substrat hemmt. 
Schiler priifte diese Ergebnisse nach!* und wies besonders darauf hin, daf nur 
Hemmeffekte erhalten werden, wenn Hirnbrei und Mescalin 2—3 Stdn.(!) auf- 
einander einwirken, bevor das Substrat zugesetzt wird. 

Schiiler wandte ferner die von Quastel und Wheatley stammende Beob- 
achtung, daB8 Barbiturate die Dehydrierung von Bernsteinsiure nicht hemmen, 
auf das Mescalin an. Er fand bei Mescalin dasselbe. Nach der Theorie von Soskin 
und Taubenhaus®, die aber nicht unwidersprochen blieb5, sollte die auch in 
Gegenwart von Barbituraten weiterlaufende Oxydation der Bernsteinsaure, die 
geschadigte Atmung der Zelle aufrechterhalten. Schiiler priifte dies an Menschen 
nach, die sich im Mescalinrausch befanden, indem er ihnen Na-Succinat injizierte. 
Er glaubte, gewisse Wirkungen auf die Starke der Halluzinationen feststellen zu 
kénnen. Delay, Gérard und Thuillier vergifteten weiBe Mause mit der Dosis 
letalis Mescalin und beobachteten ein Uberleben der Tiere bei Succinatinjektionen®. 
Wir priiften diese Versuche an 70 Mausen nach, konnten jedoch keine positiven 
Ergebnisse erhalten. 

Wir méchten Hemmversuche fermentativer Art im Warburg-Versuch mit 
Konzentrationen von 0,12% Mescalin und deren Ergebnisse mit Vorsicht behandeln, 
worauf auch Schiiler hinweist}*, da sie mit Konzentrationen an ,,Hemmstoff“ 
angestellt werden, die weit iiber denen jemals im Organismus auftretenden liegen. 
Mit dem Nachweis der Atmungshemmung im Gehirn durch Mescalin ware auBer- 


* Der Firma Merck, Darmstadt, danken wir fiir die Uberlassung von 
Mescalinsulfat. 

10 K. Beringer, Experimentelle Psychosen des Mescalins, Z. ges. Neurol. 
Psychiatrie. Bd. S4. 

11 R. Wolf, Dtsch. med. Wschr. 77, 6, 168 [1952]. 

2 J.H. Quastel u. A.H. Wheatley, Biochem. J. 27, 1609 [1933]. 

13 F. W. Schiiler, J. Lab. clin. Med. 33, 1297 [1948]. 

1448. Soskin u. M. Taubenhaus, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 78, 49 


15 H. A. Lardy u. Mitarbb., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 55, 277 [1944]; 
K. H. Beyer u. A. R. Latven, Federation Proc. Part. 3, 4 [1944]; C. J. Camp- 
bell, J. P. Maes u. R.H. Barvett, Federation Proc. Part. II 5, 15 [1946]; 
N. W. Pinschmidt, H. Ramsay u. H. B. Haag, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 
83, 45 [1945]. 

16 Delay, Gérard u. Thuillier, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 
144, 163 [1950]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 290 1] 








W. Block, Katharina Block und B. Patzig, Bd. 290 (1952) 


dem keineswegs seine spezifische, Halluzinationen auslésende Wirkung erklart, wie 
dies bereits versucht wurde’, da viele andere Stoffe denselben Effekt zeigen. 

Aus Vollstandigkeitsgriinden untersuchten wir im Warburg-Versuch eine 
Reihe von Fermenten des Citronensaurecyclus auf ihr Verhalten bei Mescalinzusatz 
verschiedenster Konzentration (Oxalbernsteinsiurecarboxylase, Oxalessigsiure- 
carboxylase usw.), jedoch ohne Ergebnis. 

Ferner priiften wir einen etwaigen EinfluB des Mescalins auf das System der 
Transaminierung von a-Ketoglutarsiure zu Glutaminsiure und auf das von 
Braunstein und Kritzmann?® beschriebene Umaminierungssystem «-Keto- 
glutarséure + Alanin —— Glutaminsaure + Brenztraubensiure, das auch von 
Wiss und Rowsell bearbeitet wurde. Uns schien dieser Zentralpunkt des inter- 
mediaren Stoffwechsels, an dem Kohlenhydrat- und Eiwei8stoffwechsel miteinander 
verkniipft sind, auf sein Verhalten gegeniiber Mescalin der Nachpriifung wert. Wir 
konnten auch hier keinen Einflu8 des Mescalins feststellen. 

Nach diesen negativen Ergebnissen sollte uns jedoch mit !4C mar- 
kiertes Mescalin bemerkenswerte Aufschliisse im Tierversuch geben. 
Unsere an anderer Stelle beschriebene Synthese ging tiber folgende 


Stufen!9: 
CH,O, 
6 Stufen CH,0— 4 7 DCH _KMCN_ > 
CH,0”% 
CH,O, 


<_ S—cH,—MCN HALE, CH,O—C ‘SCH, “CH, —NH, 


CH,O” 


Aus éuBeren Griinden konnten wir die vermutlich einfacher verlaufende 
Darstellung des Trimethoxybenzylalkohols aus Pyrogallol und Form- 
aldehyd iiber den Syringaalkohol nicht durchfiihren. 


Isotopenversuche 


Der groBte Teil der Versuche wurde an weiben Mausen durchgefihrt. 
Die Vorteile dieses kleinen Tieres sind ein Mindestverbrauch an radio- 
aktiver Substanz, verbunden mit der Méglichkeit, durch eine Vielzahl 
von Vergleichsversuchen die individuellen Schwankungen des einzelnen 
Tieres weitgehend auszuschalten. 

Im Verlaufe der Untersuchungen stellte sich auferdem heraus, daB 
die weiBe Maus in guter Ubereinstimmung mit dem Menschen etwa 80°, 
des verabreichten Mescalins als solches wieder ausscheidet. Richters 
Mikroaminbestimmungen im Mauseharn® lieferten aihnliche Ergebnisse. 
Alle anderen bisher auf Mescalinausscheidung gepriiften Tiere bauen dies 


17 M. Guggenheim, Die biogenen Amine. S. Karger-Verlag, New York 
1951, S. 543. 

18 A. E. Braunstein u. Kritzmann, Enzymologia [Den Haag] 2, 129, 
138 [1937]. O. Wiss, Helv. chim. Acta 81, 1189 [1948]; Rowsell, Nature [London] 
168, 104 [1951]. 

19 Chem. Ber. 85 [1952], im Druck. 
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mit einer ,,Mescalinoxydase“, die nicht identisch mit Monaminoxydase 
ist, tiberwiegend zu Trimethoxyphenylessigsiure ab?® ?!, 


Atemluft 


Wir priften zunachst die Ausatmungsluft mescalinisierter Tiere auf 
etwa vorhandenes !4CO,, erhielten jedoch keine meBbaren Aktivititen. 


Harn 
Nach Aufarbeitung eines bis 40 Stdn. nach der Injektion in etwa 
stiindlichen Abstainden gesammelten Harnes, erhielten wir die Kurven 
der Abb. 1. Man sieht, daB innerhalb der Fehlergrenzen die gesamte in- 
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Abb. 1. Ausscheidung von 14C-markiertem Mescalin bei der weiBen Maus. 
2 mg Mescalinsulfat i. p. injiziert. 
Menge der ausgeschiedenen Aktivitét in % —— im Urin; —— im Kot; 
—-+-—- im Urin und im Kot. 























jizierte Aktivitaét wiedergefunden wurde, und zwar fast ausschlieBlich 
im Harn. Wie aus den spateren Organversuchen hervorgeht, setzt aber 
die tatsichliche Eliminierung aus dem Organismus durch die Nieren 
schon viel friiher ein, die Ausscheidung nach auBen wird jedoch durch 
eine spastisch bedingte Harnretention der Blase verhindert. 

Abb. 2 zeigt, daB die IMS-Maus (= mit isotopen Mescalinsulfat 
behandelte Maus) im Vergleich zu einer Normalmaus nach der Injektion 
zur schnellen Ausschwemmung des Giftes viel, aber sehr verdiinnten 
Harn ausscheidet. Simtliche Werte sind Mittelwerte verschiedener Ver- 
suchsreihen wie auch bei der ersten Kurve. 

Nachweis und Analyse der radioaktiven Substanzen im Harn er- 
folgten papierchromatographisch und papierelektrophoretisch in Ver- 
bindung mit der Isotopenverdiinnungsmethode. Die Papierelektrophorese 
war hierfiir besonders geeignet, da Mescalin und sein Hauptabbau- 
20 H. Blaschko, J. Physiology 103, 13 P [1944]; G.Steensholt, Acta 
Physiol. Scand. 14, 356 [1947]. 

21 K. Salomon, B. Weskott u. Th. Thale, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 
95, 455 [1949]. 
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produkt, die Trimethoxyphenylessigsiure, im elektrischen Felde ent- 
gegengesetzt wandern. Fiir die folgenden Auswertungen kam 40 Stdn.- 
Sammelharn von im Verhiltnis zu ihrem K6rpergewicht gleich stark mit 
Mescalin vergifteten Ratten und Mausen zur Anwendung. Um eindeutige 
Ergebnisse bei der Papierchromatographie sowie bei der Elektrophorese 
zu erhalten, erwies es sich als unbedingt notwendig, gentigende Mengen 
von inaktiver Tragersubstanz zuzusetzen, da ohne diesen Zusatz die 
Radioaktivitat iiber den ganzen Streifen in mehr oder weniger uniiber- 
sichtlicher Weise durch nicht zu iibersehende Adsorptionseffekte an 
der Papierfaser verschmiert wird. 
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Abb. 2. Urinausscheidung in mg Trockensubstanz/ccm (Einzelwerte) von normalen 
Mausen im Vergleich mit der Ausscheidung von mit isotopen Mescalinsulfat 
behandelten Mausen unter gleichen Versuchsbedingungen. 
ame : ‘ ; : an Vergleichsmaus | gleiche 
Urinausscheidung in mg/ecm (Einzelwerte) — _ IMS-Maus f Bedingungen 


Wir stellten fest, daB die Wanderungsgeschwindigkeit von chemisch reinen 
Substanzen in nicht zu vernachlissigender Weise von ihrer Konzentration abhangt. 
Dies macht sich bei Konzentrationen von 1—10 mg je ccm, wie sie bei der normalen 
Papierchromatographie und Papierelektrophorese angewandt werden, nicht be- 
merkbar. Geht man jedoch mit den Konzentrationen um 2—4 Zehnerpotenzen 
herunter, was bei stark radioaktiven Substanzen leicht méglich ist, ergeben sich 
Differenzen, die zu Trugschliissen fiihren k6nnen. Lift man in iiblicher Weise zum 
Vergleich an anderer Stelle des Papierstreifens die inaktiven Substanzen in nor- 
maler Konzentration mitlaufen, so erscheinen sie nicht mehr an derselben Stelle 
wie die in groBer Verdiinnung gelaufenen radioaktiven Substanzen. 

Um sekundiare Verinderungen in den ausgeschiedenen Harnen zu 
vermeiden, wurden diese sofort nach der Ausscheidung auf 0° C abgekihlt 
und so friih wie méglich ausgewertet. Es zeigte sich, daB nach ,,er- 
schopfender“ Atherextraktion (64 Stdn. im Kutscher-Steudel-Extraktor) 
nicht die gesamte Mescalinmenge erfaBt wird. Da Slotta und Miller® 
nach der gleichen Extraktionsmethode arbeiteten und nur 24 Stdn. 
extrahierten, ist hiermit schon z.T. ihre geringe Menge an wieder- 
gefundenem Mescalin in ihren Harnversuchen erklirber. AuBerdem 
scheinen bei so langdauernder Extraktion sekundire Veranderungen ab- 


22 R. Weber, Helv. chim. Acta 36, 6, 2031 [1951]. 
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zulaufen, wie wir in den Chromatogrammen fanden. Wir schiittelten des- 
halb den Harn 10-mal mit je 10 ccm Ather alkalisch und sauer aus. 
Wir wollten hiermit lediglich im Riickstand etwa verbleibende radio- 
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Abb. 3. Papierelektrophoretische Analyse des Harns von Miausen und Ratten 

nach i. p.-Injektion von markiertem Mescalinsulfat. Ordinate: Gemessene Im- 

pulse pro Minute. Reihe a: Harn gesamt, Reihe b: saurer und alkalischer Ather- 
extrakt, Reihe c: Riickstand des Atherextrakts. 





aktive Substanzen bei der Auswertung besser sichtbar machen, ohne 
besonderen Wert auf die Vollstandigkeit der Extraktion der Trimethoxy- 
phenylessigsiure (TPS) und des Mescalins zu legen. Aus diesem Grunde 
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wurde auch von der Verwendung anderer Extraktionsmittel abyesehen 
(wie Butanol-Toluol), wie sie z.B. Salomon und Mitarbb. beschreiben?'. 

Zum Vergleich wurde gewéhnlicher Mauseharn mit markiertem 
Mescalinsulfat versetzt und nach 40 Stdn. im iibrigen genau so wie bei 
den anderen Harnen verfahren. 
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Abb. 4. Papierchromatographische Analyse entspr. Abb. 3. Reihe a: Harn gesamt, 
Reihe b: saurer Atherextrakt, Reihe ec: alkalischer Atherextrakt, Reihe d: Riick- 
stand des Atherextrakts. 


Abb. 3 und 4 zeigen, daB die Ratte mit Hilfe der ,,Mescalinoxydase‘‘ 
iiber 70% des Mescalins zu TPS abbaut, wihrend die Maus nur 16%, 
dieser Substanz ausscheidet und fast die gesamte iibrige Aktivitat als 
unverandertes Mescalin (M) erscheint. Die Aktivitaten der Riickstinde 
der Atherextrakte erscheinen in den Kurven mit 10-mal so groBen 
Werten, da die Riickstiinde vor dem Auftragen auf !/;) ihres Volumens 
eingedunstet wurden (Punktkurven). Zum besseren Vergleich sind die 
10-fach geringeren Werte ebenfalls eingetragen (Strichkurven). 

Fir die weiteren Arbeiten war es wichtig zu wissen, daB in der 
Hauptsache nur diese beiden Substanzen im Harn erscheinen. Die mit 
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x bezeichneten Kurvenziige lassen neben anderen Stoffen eine weitere 
Substanz in geringer Menge erkennen, deren Identitatsnachweis wir in 
Angriff genommien haben. Sie erscheint in den Atherextrakten und in 
den Riickstiinden nicht in der zu erwartenden eindeutigen Weise. Man 
k6nnte daraus schlieBen, daB diese nur in den unbehandelten Gesamt- 
harnen erscheinende Substanz eine etwaige Verbindung des Mescalins 
mit einem anderen Stoff sei, die schnell hydrolytisch durch die not- 
wendige saure und alkalische Behandlung zur Atherextraktion ge- 
spalten werden kann. Ferner k6nnte sie ein instabiles Umwandlungs- 
produkt des Mescalins darstellen, das elektrisch fast neutral erscheint 
(nur geringe Wanderung in der Elektrophorese), jedoch durch einfache 
chemische Umwandlung wieder Mescalin ergibt. 


Beschreibung der Versuche 


Wir verwandten 3 Monate alte weiBe, mainnliche Mause von 24—26 g und 
3 Monate alte weiBe, mannliche Ratten von etwa 250 g Gewicht. 

Zur Priifung der Atmungsluft auf CO, injizierten wir 3 mg markiertes 
Mescalinsulfat. Die spezifische Aktivitét betrug 5,97 wC/mg. 

Fiir die Harnversuche wurden bei den Mausen 2 mg markiertes Mescalin- 
sulfat intraperitoneal injiziert. Die spezifische Aktivitat betrug 1,59 uC/mg. Die 
Ratten erhielten entsprechend 6 mg markiertes und 14 mg inaktives Mescalinsulfat. 

Zur Feststellung der absoluten Aktivitaten der Harnfraktionen wurden diese 
eingedunstet und zu Bariumcarbonat verbrannt. Gemessen wurde in gleichmaBiger 
Schichtdicke auf Aluminiumplattchen, und die Selbstabsorption dadurch aus- 
geschaltet, daB die Eichung des Glimmerfenster-Zahlrohres* mit entsprechend ver- 
diinntem Bariumcarbonat aus Harvell in derselben Schichtdicke vorgenommen 
wurde (1,13 mg/cm?). Der Umrechnungsfaktor von gezahlten Impulsen auf die 
absoluten Impulse betrug bei unserem Zahlrohr und der angegebenen Schicht- 
dicke K = 19,6. 

Fiir die Papierchromatographie und die Papierelektrophorese 
wurden die Harnfraktionen sofort auf 0° C abgekiihlt. 40 Stdn. nach der Injektion 
wurden je 2 ccm Ratten- und Mauseharn mit 10 mg inaktivem Mescalinsulfat und 
10 mg Trimethoxyphenylessigsiure versetzt und ein kleiner Teil als Strich auf die 
Papierstreifen (Whatmann Nr. 1) aufgetragen. Der restliche Teil der 2 ccm wurde 
wie oben angegeben mit Ather alkalisch und sauer ausgeschiittelt, der Ather ver- 
dampft, der Riickstand in 1 cem Wasser gelést und mit Natronlauge und Schwefel- 
sdure neutralisiert. Dann wurde wie vorher aufgetragen. Die Riickstande der Ather- 
extraktionen wurden nach dem Eindunsten auf 4/,) ihres Volumens mit neuem 
Trager versetzt und ebenfalls zur Papierelektrophorese und Papierchromatographie 
aufgetragen. Zur Papierelektrophorese wurde mit 0,05-m.Natriumacetat-Veronal- 
Puffer, py 8,6, bespriiht und 4 Stdn. bei 110 Volt auf einem Papierstreifen von 
8 x 30 cm getrennt. Bei der Papierchromatographie wurde aufsteigend (30 cm) mit 
Butanol-Eisessig-Wasser 4: 1:5 gearbeitet. Spiter wurde nach dem Zerschneiden 
in etwa 1 cm breite Streifen mit Wasser eluiert, der gréBte Teil des Wassers ein- 
gedunstet, auf Aluminiumplattchen aufgetragen und zur Messung vollstandig ein- 
getrocknet. 

Die Identitaét der in den Kurven mit Mescalin und TPS (Trimethoxyphenyl- 
essigsiure) angegebenen Substanzen mit diesen Stoffen wurde nach wasseriger 
Elution aus dem Papier beim Mescalin mit Tragerzusatz als Pikrat erwiesen, die 
Identitat der TPS auf demselben Wege mit nach Slotta und Miiller® syntheti- 
sierter TPS als Trager. 


* Das StrahlungsmeBgerit stammte von der Firma ,,Zentralwerkstatt Gét- 
tingen“*, Bunsenstr. 10. 
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Beim Umkristallisieren traten geringfiigige Aktivitatsverluste auf, die darauf 
schlieBen lassen, daB ein kleiner Teil des Mescalins und der TPS Veranderungen 
am Molekiil erlitten haben. Vermutlich handelt es sich um eine Abspaltung von 
OCH,-Gruppen, die, wie wir mit Phenylithylamin und Phenylessigsiure nach- 
priiften, auf die Wanderungsgeschwindigkeit in der Papierelektrophorese und im 
Papierchromatogramm nur einen geringen Einflu8 hat. Wir konnten mit unseren 
Methoden keine einwandfreien Trennungen dieser Substanzen erreichen, die Még- 
lichkeit hierzu scheint jedoch mit der verbesserten Papierelektrophoresetechnik 
nach Weber” gegeben zu sein. 

Herrn Prof. Dr. F. Lynen, Miinchen, méchten wir fiir das Interesse an dieser 
Arbeit und fiir anregende Diskussionen danken. Herrn Prof. Dr. Th. Wieland, 
Frankfurt, danken wir fiir Anregungen zur Ausfiihrung der papierchromato- 
graphischen und papierelektrophoretischen Methoden. Unseren Dank sprechen wir 
ferner Herrn Dr. H. G6tte, Mainz, und Frau Dr. L. Meyer-Schiitzmeister, 
Gottingen, fiir ihren Rat in verschiedenen das 'C betreffende Fragen aus. 


Zusammenfassung 


Nach negativ verlaufenen Fermentversuchen mit inaktivem Mescalin 
wurden die Stoffwechselprodukte von C-Mescalin in Harn, Kot und 
Ausatmungsluft von Mausen und Ratten quantitativ analysiert. Die 
gesamte injizierte Radioaktivitét wurde innerhalb der Fehlergrenzen 
wiedergefundern (9394 im Harn, 5% im Kot). 

Bei Mauseharn wurde gefunden: 

79,4% Mescalin 
16,2% Trimethoxyphenylessigsiiure 
4,4°% unbekannte Substanz. 

Bei Rattenharn wurde gefunden: 

18,4°%, Mescalin 
72,4% 'Trimethoxyphenylessigsiu re 
9,1% unbekannte Substanz. 


Im Gegensatz zu friiheren Untersuchungen mit inaktivem Mescalin, 
bei denen nur etwa 50% in Form von Mescalin oder verschiedenen 
Abbauprodukten wiedergefunden wurden, erhielten wir 98%, in der 
Hauptsache in Form von Mescalin und Trimethoxyphenylessigsiure 
zuriick. 
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Uber den Aldehydgehalt der Glycerinphosphatide 
verschiedener Organe 
Von 
E. Klenk und E. Friedrichs 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ké@ln 
(Der Schrittleitung zugegangen am 23. April 1952) 


Wie schon friiher! gezeigt wurde, lassen sich aus den Glycerin- 
phosphatiden des Gehirns, und zwar sowohl aus den isolierten Acetal- 
phosphatiden wie auch aus dem urspringlichen Gemisch von Ester- 
und Acetal-phosphatiden, die Aldehyde in Form ihrer Dimethylacetale 
sehr leicht und praktisch quantitativ gewinnen. Die Phosphatide 
werden zu diesem Zweck mit wasserfreier methanolischer Salz- oder 
Schwefelsiure gespalten, das anfallende, durch Destillation gereinigte 
Ester-Aldehydacetalgemisch verseift und die Acetale als Unverseif- 
bares abgetrennt. 

Wir haben nun in entsprechender Weise aus den Glycerin-phospha- 
tiden einer Reihe von anderen Organen ebenfalls die Aldehydacetale 
isoliert und deren Reinheitsgrad mit Hilfe der nach Waelsch-Leupold? 
modifizierten Feulgenschen Methode* der Plasmalbestimmung kon- 
trolliert, wobei die Dimethylacetalfraktion aus Gehirn als Testsubstanz 
diente. Gleichzeitig wurde mit derselben Methode auch der Plasmal- 
gehalt der Glycerinphosphatide bestimmt, so daB der daraus berechnete 
Wert mit der tatsichlich isolierten Menge verglichen werden konnte. 

Darstellung der Organphosphatide. Das aus dem Organbrei gewonnene, 
mit Aceton entwasserte Material wird im Soxhlet mit Aceton extrahiert und der 
Riickstand anschlieBend mit Chloroform-Methanol (1:3 Vol.-Tle.) wiederholt aus- 
gekocht. Die Aceton-(a)- und Chloroform-Methanol-(b)-Extrakte werden getrennt 
aufgearbeitet. Man nimmt die nach Abdampfen des Lésungsmittels unter ver- 
mindertem Druck zuriickbleibenden Lipoide in Ather auf, wobei das aus b) beim 
langeren Stehenlassen ausfallende Sphingomyelin abgetrennt wird, und fallt die 
Phosphatide aus der stark eingeengten atherischen Lésung mit trockenem 
Aceton aus. . 

Darstellung der Aldehydacetale. Die scharf getrockneten Phosphatide 
a) und b) werden vereinigt, mit 2-proz. methanolischer Salzsiure durch 114-stdg. 
Kochen unter Riickflu8 gespalten und die mit Petrolaither ausgeschiittelten Fett- 
sduremethylester und Dimethylacetale bei 1—2 mm Hg destilliert. Zur Verseifung 
der Ester lést man das Destillat in dem 30-fachen Vol. n/2-methanolischer Natron- 
lauge, kocht 1 Stde. unter RiickfluB, saugt die iiber Nacht bei Zimmertemperatur 
ausfallenden Natriumsalze der gesittigten Fettsiuren ab und gewinnt aus dem 
Filtrat die Dimethylacetale durch wiederholtes Ausschiitteln mit Petrolather, am 
Schlu8B unter Zugabe von Wasser. Da sich in Petrolaither kieinere Mengen von 


1 E. Klenk, diese Z. 192, 217 [1930]; 281, 25 [1944]; F. Leupold, diese Z. 
285, 182 [1950]. 

2 G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 178, 547 
[1948]; F. Leupold, diese Z. 285, 216 [1950]. 

* Inzwischen ist die Methode von R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen 
(diese Z. 287, 90 [1951]) noch weiter verbessert worden. Beim Erscheinen dieser 
Veréffentlichung waren unsere Arbeiten bereits abgeschlossen. 
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Seifen lésen, muB die petrolatherische Lisung so lange mit kleinen Mengen Wasser 
ausgewaschen werden, bis dieses sich nicht mehr triibt. 

Plasmalbestimmung. 1 mg des Phosphatids bzw. der Dimethylacetal- 
fraktion werden je nach dem Plasmalgehalt in dem 200—500- bzw. 5000-fachen 
Vol. Eisessig gelést und die Lisung im kochenden Wasserbad kurz erhitzt. Nach 
dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur entnimmt man 0,1 ccm der Lésung, gibt 
0,2 com Eisessig, dann 0,1 ccm der fuchsinschwefligen Saure hinzu und verfahrt 
weiter nach den Angaben von Leupold?. 


Tab. 1. Aldehydacetalgehalt der Glycerinphosphatide verschiedener Organe 
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Wie Tab. 1 zeigt, gewinnt man aus den Glycerinphosphatiden 
von Herz, Pankreas, Niere und Nebennieren, deren Plasmalgehalt bei 
4—8°%, liegt, eine Dimethylacetalfraktion mit einem Plasmalgehalt von 
iiber 100%. Die den Betrag von 100° iibersteigenden Werte (103 bis 
124°) diirften darauf zuriickzufiihren sein, daS das Verhaltnis der 
C44, Cygu. Cyg-Aldehyde im Vergleich zu der Testsubstanz (das Dimethyl- 
acetalgemisch aus Gehirnphosphatiden enthalt relativ groBe Mengen 
C,,-Aldehyde) zugunsten der niedrigeren Aldehyde verschoben ist. 
In diesen Fallen besteht die isolierte Dimethylacetalfraktion, ebenso 
wie die schon genauer untersuchte entsprechende Fraktion aus Gehirn- 
phosphatiden, offensichtlich ebenfalls aus praktisch reinen, d.h. keine 
andersartigen Beimengungen enthaltenden Dimethylacetalen. Hier 
kommt auch die Menge der tatsichlich isolierten Dimethylacetale der 
aus dem Plasmalgehalt der Phosphatide berechneten Menge sehr nahe 
(84—99%). 

Anders liegen die Verhiltnisse bei denjenigen Organen (Leber, 
Darm, Ovar), deren Glycerinphosphatide einen verhaltnismaBig 
niedrigen Plasmalgehalt zeigen. In diesen Fiillen sind den isolierten 
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Dimethylacetalen ohne Zweifel noch andersartige Substanzen_bei- 
gemengt. Die aus Darm gewonnene Fraktion enthalt Dimethylacetale 
sogar nur noch in unbedeutenden Mengen. Bei diesen Organen ist auch 
die Menge der isolierten Dimethylacetale geringer (teilweise sogar sehr 
wesentlich geringer), als die nach dem Plasmalgehalt der Phosphatide 
errechnete Menge. Es erscheint uns wahrscheinlich, daB die colori- 
metrische Bestimmungsmethode bei geringem Plasmalgehalt leicht zu 
hohe Werte ergibt. Méglicherweise spielt hierbei die Autoxydation der 
Phosphatide eine wichtige Rolle. Jedoch bedarf diese Frage noch einer 
besonderen Bearbeitung. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 

Es wurde der Plasmalgehalt der Glycerinphosphatide von Herz, 
Pankreas, Niere, Nebennieren, Leber, Darm, Ovar und Milz bestimmt. 
AuBerdem wurden die Aldehyde in Form der Dimethylacetale isoliert. 
Die aus Herz, Pankreas, Niere und Nebennieren gewonnenen Frak- 
tionen bestanden aus praktisch reinen, d.h. keine andersartigen Bei- 
mengungen enthaltenden Dimethylacetalen. Die isolierte Menge stimmte 
mit der auf Grund der Plasmalbestimmung errechneten Menge be- 
friedigend iiberein. In den anderen Fallen waren den isolierten Di- 
methylacetalen dagegen noch andersartige, unverseifbare Substanzen 
beigemengt. Hier war auch die tatsichlich isolierte Menge wesentlich 
geringer als die berechnete. 


Uber das Verhalten von Prolin und Oxyprolin enthaltenden 
Polypeptiden bei der Desaminierung und Spaltung. 
Nitrosoprolin und Nitrosooxyprolin 


Von 
Kurt Heyns und Wolfgang Kénigsdorf 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Hamburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26, April 1952) 

Bei der Untersuchung von Polypeptidfraktionen, die aus partiellen, 
sauren Hydrolysaten von Geiatine durch fraktionierte Fallung mit 
Aceton-Methanol' und anschlieBender Gegenstromextraktion im System 
n-Butanol-Methanol-Wasser (Vol.-Verh. 25:6: 26)? gewonnen worden 
waren, versagte die zur Bausteinanalyse herangezogene Desaminierungs- 


1K. Heyns, G. Anders u. E. Becker, diese Z. 286, 118 [19501, 
2 K. Heyns u. W. Kénigsdorf, unver@ffentlicht. 
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methode*:4. Dieses Verfahren wird zur Bestimmung der die freie 
NH,-Gruppe tragenden Aminosiuren in Polypeptiden angewendet, 
indem die im Totalhydrolysat des jeweiligen Polypeptides enthaltenen 
Aminoséuren mit denen verglichen werden, die nach vorheriger Ein- 
wirkung von nitrosen Gasen auf das Polypeptid und daran anschlieBender 
Totalhydrolyse erhaltlich sind. Die die NH,-Gruppe tragende Amino- 
siure als Anfangsglied der Kette ist dann desaminiert und als Amino- 
siiure nicht mehr nachweisbar. Nach Hydrolyse der mit Hilfe der 
Ausschneidetechnik ** aus verschiedenen Gelatineabbau-Fraktionen iso- 
lierten und anschlieBend desaminierten Polypeptide zeigte sich im 
Papierchromatogramm iiberraschenderweise, daB bis auf Prolin und 
Oxyprolin sémtliche in den Polypeptiden vorliegenden Aminoséuren 
verschwunden waren. 

Da dieser Vorgang nur in ganz bestimmten Fraktionen auftrat 
und Lésungsmitteleinfliisse (z.B. Nitrosierung von Phenol) ausge- 
schlossen werden konnten, muBte es sich hier um Eigenarten gewisser 
hier angereicherter Substanzen handeln, etwa indem diese nitrose Gase 
so absorbiert oder gebunden hielten, da sie nicht durch mehrmaliges 
Abdampfen mit 20—30-proz. HCl im Vakuum bei Zimmertemperatur, 
wohl aber bei Behandlung mit konz. HCl im Bombenrohr bei 105°C 
in Freiheit gesetzt wurden, um hier dann die durch Hydrolyse sich neu 
bildenden Aminosauren nachtraglich zu desaminieren. 

Bei den in Frage kommenden Fraktionen handelte es sich nach den 
Ergebnissen verschiedener analytischer Daten (Vergleich der Verhalt- 
nisse Gesamtstickstoff: Aminostickstoff nach van Slyke und Soe- 
rensen, R,y-Werte in Butanol/Eisessig und Phenol, Anfarben mit 
Ninhydrin) um Gemische, die wahrscheinlich reich an niederen Prolyl- 
und Oxyprolylpeptiden sowie freien Iminosiuren waren. Es wurden 
daher Testversuche an bekannten Dipeptiden im Gemisch mit den 
freien Iminosiuren durchgefiihrt, die zeigten, daB schon bei einem 
molaren Verhaltnis von Dipeptid: Prolin von 1: 2,5 und beim Oxy- 
prolin von 1:3 nach der Desaminierung (bei 15 Min. Einwirkungs- 
zeit) und nachfolgender Hydrolyse im Bombenrohr auch die mit ihrer 
Aminogruppe an der Peptidbindung teilnehmende Aminosaure quanti- 
tativ desaminiert wird: Es entstehen Nitroso-iminoséuren, die soweit 
bestindig sind, daB sie erst bei der anschlieBenden sauren Hydrolyse 
des desaminierten Polypeptids im Bombenrohr salpetrige Saure in Frei- 
heit setzen. 

Erhéhung der HCl-Konzentration und der Temperatur auf 35°C 
wahrend der Desaminierung, mehrfache Wiederholung des Abdampfens 
der nitrosen Gase mit 20 oder 30-proz. HCl im Vakuum sowie Veriinde- 
rung der Desaminierungszeiten brachten keine wesentliche Anderung. 
3 R. Consden, A.H. Gordon u. A.J. P. Martin, Biochem. J. 41, 594 


[1947]. 
4K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 109 [1951]. 
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Es wurden daher N-Nitroso-prolin und -oxyprolin rein dargestellt 
und auch kristallisiert erhalten mit dem Ziel, die Reaktionen dieser 
Verbindungen zur Ermittlung einer brauchbaren Abwandlung der 
Desaminierungsmethodik fiir die vorliegenden Belange niher unter- 
suchen zu kénnen. Uber diese Reaktionen im einzelnen werden wir an 
anderer Stelle berichten. 

NO-Prolin und NO-Oxyprolin erwiesen sich selbst gegen konz. HCl 
bei Zimmertemperatur aéuBerst stabil, wie kiirzlich auch Hamilton 
und Ortiz® zeigen konnten, die allerdings beide Verbindungen nur als 
Ole erhalten hatten. Beim Kochen mit konz. HCl unter RiickfluB tritt 
Hydrolyse unter Riickbildung von Prolin bzw. Oxyprolin ein. Dagegen 
fiihrt Alkalibehandlung zur Zersetzung der Verbindung unter teilweiser 
Stickstoffentwicklung. 

Unter Nutzanwendung dieses Verhaltens wurde zwischen Des- 
aminierung und Hydrolyse im Bombenrohr eine Behandlung mit 


5 P. B. Hamilton u. P. J. Ortiz, J. biol. Chemistry 184, 607 [1950]. 
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30-proz. HCl auf siedendem Wasserbad oder mit waBrigem Piperidin 
bzw. n/10-Ba(OH), eingefiigt. Auf diesem Wege wurde an Test- 
mischungen die oben auseinandergesetzte St6rung der Brauchbarkeit 
der papierchromatographischen Methodik zur Aufklarung des Aufbaus 
von Prolyl- oder Oxyprolylpeptiden oder anderen Polypeptiden im 
Gemisch mit den freien Iminosauren im ersten Fall noch bei der 25-fachen, 
durch alkalische Zwischenbehandlung bei der 15-fachen Menge an 
Prolin und Oxyprolin gegeniiber einem Dipeptid aufgehoben. Die 
Brauchbarkeit 30-proz. Salzsiure bei 100°C wird dadurch médglich, 
daB bei dieser Temperatur die Hydrolyse der Nitrosogruppe wesentlich 
schneller erfolgt als die der Peptidbindung. Die Anwendung dieser 
Arbeitsmethodik auf die Substanzen der oben genannten Peptid- 
fraktionen zeigte die volle Brauchbarkeit des Verfahrens. Auch die 
reduktive Behandlung mit Zn/HCl fiihrt zum Ziel, erfordert jedoch 
fiir die anschlieBende papierchromatographische Untersuchung einen 
umstandlicheren Weg, da die hierbei erhaltlichen Lésungen erst elektro- 
lytisch entsalzt werden miissen. 


Beschreibung der Versuche 


Papierchromatographische Untersuchungen 

Die Papierchromatogramme wurden eindimensional absteigend entwickelt. 
Die Entwicklung der natiirlichen Peptidfraktionen erfolgte in Phenol auf Papier 
Schleicher & Schiill 2043b, die anderen Untersuchungen wurden auf 602h:P der- 
selben Firma mit Butanol-Eisessig als Entwickler durchgefiihrt. Die Arbeits- 
methodik deckt sich mit der von Heyns und Anders®; abweichend davon wird 
die Lésung auf die Ausschneidechromatogramme kontinuierlich (statt punktformig) 
aufgetragen mit Hilfe einer Mikropipette (0,1 ccm), deren Auslauf etwas schrag 
abgeschliffen ist wie ein abgeschriebener Bleistift. Bei einiger Ubung laBt sich die 
Lésung sehr gleichmaBig auftragen, die Pipette mu jedoch beim Gleiten tiber 
das Papier mit der abgeschliffenen Fliche gut auf dem Papier aufliegen. 


Desaminierung von Testgemischen eines Dipeptids mit Prolin 
baw. Oxyprolin 

Die Untersuchungen iiber das Ausma8 der Stérung der gebrauchlichen Des- 
aminierungsmethodik wurden mit 1/10-m. Lésungen von Gly-Leu, Gly-Ala, Pro 
und Oxp durchgefiihrt. Als ReaktionsgefaBe wurden kleine Schalchen benutzt, 
wie sie durch Absprengen des untersten Teils von Reagensglasern erhalten werden 
kénnen. Als Desaminierungsapparatur diente ein 100-ccm-Schliffkolben zur Auf- 
nahme des NaNO, mit aufgesetztem Destillieraufsatz und Tropftrichter. Die 
Apparatur wurde so eingespannt, daB das Ansatzrohr des Destillationsaufsatzes 
waagerecht stand und so die auf einem Summitstreifen befindlichen Reaktions- 
schailchen aufnehmen konnte. Eindringen von Luftsauerstoff waihrend der Re- 
aktion wurde durch einen aufgesetzten, ausgezogenen VorstoB verhindert. 


10 ul der Peptidlésung und variierende Mengen der Prolin- bzw. Oxyprolin- 
lésung wurden im o.a. Reaktionsschilchen im Vakuumexsikkator iiber konz. 
H,SO, eingedampft, der Riickstand in 35 1 20-proz. HCl gelést und in der Des- 
aminierungsapparatur 15—20 Min. nitrosen Gasen — aus NaNO, und 50-proz. 
H,SO, — ausgesetzt. Die Lésung wurde im Vakuumexsikkator tiber KOH ein- 
gedampft und dieses Abdampfen nach jeweiliger Aufnahme des Riickstandes in 


®° K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 1 [1951]. 
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35 wl 20-proz. HCl 3-mal wiederholt. Der in 501 30-proz. HCl aufgenommene 
Riickstand wurde dann in einem Kapillar-Bombenréhrchen im Trockenschrank 
bei 105° C iiber Nacht hydrolysiert und nach 3-maligem Abdampfen mit je 20 yl 
Wasser mit Hilfe einer kleinen Glasése auf das Papierchromatogramm iibertragen. 

Wahrend bei Gemischen aus Glycyl-leucin und Prolin der Leucinfleck schon 
bei 20 wl Prolinlésung abgeschwacht und bei 25 wl verschwunden war, trat dieses 
Ausléschen beim Oxyprolin erst bei 30 ul ein. — Beim Glycyl-alanin liegen die 
Verhiltnisse analog. 

Die Untersuchung zur Ausschaltung dieser Stérung durch Variation der 
Reaktionsbedingungen wurde an einem Gemisch von 10 yl Glycyl-leucin und 
40 ul Prolinlésung durchgefiihrt. Ohne EinfluB blieben: 1-, 10- und 30-proz. HCl, 
wiederholtes Abdampfen (bis zu 6-mal) mit 20- oder 30-proz. HCl] bei Zimmer- 
temperatur im Vakuum, Anderung der Desaminierungszeit zwischen 7 und 60 Min. 
und Erhéhung der Desaminierungstemperatur bis auf 35°C. 


Ausschaltung der Stérung 
durch saure oder alkalische Zwischenbehandlung 


Behandlung mit 30-proz. HCl bei 100°C: Nach Eindampfen der mit 
nitrosen Gasen behandelten Lésungen im Vakuum bei Zimmertemperatur wird 
der Riickstand 2-mal mit je 501 30-proz. HCl auf siedendem Wasserbad zur 
hydrolytischen Entfernung der Nitrosogruppen abgedampft. Die Hydrolyse der 
Peptidbindungen erfolgt im wesentlichen erst nach Uberfiihrung mit 70 ul 30-proz. 
HCl in ein Bombenrohr bei 105° C. 

Ein Vergleich mit analog zusammengesetzten und behandelten Gemischen, 
jedoch unter Fortlassen der Desaminierungsreaktion, zeigte noch bei dem 25-fachen 
molaren Uberschu8 von Iminosaure gegeniiber Dipeptid im Papierchromatogramm 
die gleiche Fleckenintensitéat der mit ihrer NH,-Gruppe an der Peptidbindung 
beteiligten Aminosaure. 

Piperidinzusatz: Nach der normalen Desaminierungsreaktion und 2-fachem 
Abdampfen der nitrosen Gase mit 20-proz. HCl und der HCl mit Wasser wird der 
Riickstand in 20 wl Wasser gelést und mit Piperidin (35—70 wl) gerade alkalisch 
gemacht (Priifung mit py-Papier, da die HCl nicht vollstandig zu entfernen ist!). 
Beim Eindampfen im Vakuum bei Zimmertemperatur tritt Gasentwicklung auf. 
Das Abdampfen mit waBrigem Piperidin wird noch einmal wiederholt und an- 
schlieBend die Hydrolyse im Bombenrohr durchgefiihrt. 

Barytzusatz: Die wie oben erhaltene Substanz wird bis zur alkalischen 
Reaktion mit /10-Ba(OH), versetzt (etwa 701). Beim Abdampfen, das nach 
Aufnahme mit 35 u1 Wasser noch einmal wiederholt wird, tritt wie vorher leichte 
Gasentwicklung auf. Zur Entfernung der Ba‘:-Ionen wird der Riickstand in 50 ul 
Wasser aufgenommen und langsam unter Riihren mit der aquivalenten Menge 
n/10-H,SO, versetzt. Dabei muB starkere Adsorption am BaSO, vermieden werden. 
Nach Filtration wird der Eindampfriickstand hydrolysiert. 

Fihrt man das Eindampfen der alkalischen Lésungen statt bei Zimmer- 
temperatur im Vakuum auf siedendem Wasserbad durch, tritt die Stérung wieder 
starker hervor. 

Bei einem 15-fachen Uberschu8 der Iminosaure gegeniiber dem Peptid tritt 
der Leucin- bzw. Alaninfleck noch fast ungeschwacht auf, die obere Grenze liegt 
etwa bei der 20-fachen Menge, da hier die Aminosaureflecken nur noch sehr un- 
deutlich erscheinen. 

Fiir nachfolgende papierchromatographische Untersuchungen eignet sich die 
Barytmethode besser, da bei der Arbeitsweise mit Piperidin der Rr-Wertbereich 
zwischen Prolin und Leucin (in Bu/E) wenn auch nicht wesentlich, durch gelbliche 
Anfarbung mit Ninhydrin gestért wird. 

Unter den Bedingungen der Desaminierung behandeltes reines Prolin ergab 
nach der Behandlung mit NaOH einen Stickstoffwert nach Kjeldahl von 3,8% 
des theoretischen Stickstoffgehaltes des eingewogenen Prolins. 
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Darstellung der reinen Nitrosoverbindungen von Prolinund Oxyprolin 
N-Nitroso-prolin, N-Nitroso-pyrrolidin-carbonsaure- (2) 

In eine Lésung von 400mg Prolin in 2ccm n/10-H,SO, werden unter 
Kiihlung — anfangs durch Eis, nach Griinfirbung der Lésung durch Eis/NaCl- 
Mischung — aus NaNO, und 50-proz. (Vol.-%o) H,SO, entwickelte nitrose Gase 
eingeleitet. Nach 25 Min. farbt sich die Losung griin und zeigt schwache Gas- 
entwicklung. Nach einer Einleitzeit von 40 Min. wird schnell 5-mal mit je 15 bis 
20 cem auf —20° C abgekiihltem Ather ausgeschiittelt und die vereinigten Ather- 
ausziige 1 Stde. bei —20° C iiber CaCl, getrocknet. Die Lésung wird im Vakuum 
aus dem Eisbad auf etwa 5 ccm eingeengt (erste Kristallabscheidung nach Ein- 
engen auf etwa 1/,). Nach Stehenlassen iiber Nacht bei —20°C werden die ab- 
geschiedenen Kristalle schnell abgesaugt, l-mal mit wenig, gut gekiihltem Ather 
und 2-mal mit Petrolather nachgewaschen und kurz trockengesaugt. Eine zweite 
Fraktion erhalt man aus dem Filtrat durch Fallung mit etwa dem gleichen Volumen 
Petrolither. Aufbewahrung der Substanz erfolgt im Eisschrank, da schon bei 
Zimmertemperatur langsame Zersetzung unter Graufarbung eintritt. Ausb. 278 mg 
(56°, d. Th.). Rhombische, farblose Kristalle. Zers.-Pkt. 119,5—1 20° C unter Gas- 
entwicklung und starker Braunfarbung (beginnende Gelbfarbung bei 112°C). 
Leicht léslich in Aceton, léslich in Athanol, Ather, Essigester und Wasser, schwer 
loslich in Petrolither und Benzol; gegen Siure in der Killte stabil, in der Hitze 
erfolgt Hydrolyse in Prolin und HNO,, in Alkalien langsame, beim Erwarmen 
schnellere Zersetzung unter teilweisor N,- Entwicklung. Liebermannsche Reaktion: 
rotviolett (mit wenig Wasser), alkalisch blau. 

C;H,O,N2. Gef. C 41,57, H5,59. Ber. C 41,66, H 5,56. 


N-Nitroso-oxyprolin, N-Nitroso-4-oxy-pyrrolidin-carbonsaure-(2) 

Darstellung erfolgt unter entsprechenden Temperaturverhiltnissen wie beim 
Nitroso-prolin, ausgehend von 200 mg Oxyprolin, § gelést in 1 cem 7/10-H,SO,. 
Nach einer Nitrosierungszeit von 40 Min. wird 5-mal “nit je 8 cem Ather (—20° C) 
ausgeschiittelt und die itiber CaCl, getrocknete Lésung auf etwa 5 ccm eingeengt. 
Aus dem Filtrat der wie oben isolierten ersten Krist tallausscheidung erhalt man 
durch Fallung mit Petrolaither eine zweite Fraktion. Ausb. 129 mg (53% d. Th.). 
Farblose Nadeln, Zers.-Pkt. 126°C unter Gasentwicklung und starker Braun- 
firbung (Gelbfarbung ab 117°C), Léslichkeits- und Zersetzungseigenschaften wie 
beim NO-Prolin, abweichend: starkere Wasserléslichkeit. Liebermannsche Re- 
aktion: kirschrot, alkalisch blau. 

C;H,0,N,. Gef. C 37,57, H 5,09. Ber. C 37,50, H 5,04. 


Uber weitere Eigenschaften und Reaktionen berichten wir an anderer Stelle. 


Zusammenfassung 


Die Desaminierungsmethodik nach Consden, Gordon und 
Martin®* zur Kenntlichmachung der NH,-endstindigen Aminosaure 
in Polypeptiden wird fehlerhaft und unbrauchbar bei gleichzeitiger An- 
wesenheit von Prolin oder Oxyprolin. Die Methode wird fiir diese Be- 
lange abgeindert, insbesondere fiir die papierchromatographische Aus- 
wertung. NO-Prolin und NO-Oxyprolin werden dargestellt und einige 
Eigenschaften der kristallisierten Verbindungen mitgeteilt. 
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Die Aktivitat der Bernsteinséuredehydrase bei experimenteller 
Leberschadigung 


Von 
Nepomuk Zéllner und Herbert Groebl 


Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Miinchen, 
Direktor: Professor Dr. W. Seitz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26, Februar 1952) 


Die Injektion von Tetrachlorkohlenstoff fiihrt zu einer Nekrose des 
Leberparenchyms, deren Ausdehnung von der Dosierung des Giftes 
abhangt!. Dieser zonalen Nekrose des Leberzellgewebes entsprechen 
bestimmte Veranderungen des Stoffwechsels. Diese sind teils Ausdruck 
einer Insuffizienz der Leber ihren normalen Aufgaben gegeniiber, teils 
stehen sie aber auch im Gefolge der reparativen Bemiihungen des Or- 
gans. Unter den Ursachen fiir den verinderten Stoffwechsel eines ge- 
schadigten Organs nimmt neben seiner Durchblutung und den Phano- 
menen der Permeabilitaét seiner Zellwinde der Gehalt seiner Zellen an 
Enzymen eine hervorragende Stelle ein. 

In diesem Sinne wurde eine Reihe verhialtnismaBig einfach zu 
messender Enzymaktivititen getestet. An Citronensiuredehydrase, 
alkalischer Phosphatase und Katalase konnten keine bemerkenswerten 
Befunde erhoben werden?. Wir beobachteten aber, daB die Dehydrie- 
rung von Bernsteinséiure (Succinat) in der durch Tetrachlor- 
kohlenstoff geschaédigten Leber erheblich langsamer als in der normalen 
vor sich geht. 


Bernsteinséuredehydrase katalysiert die Reaktion 


Succinat =~ Fumarat + 2H 
bei Anwesenheit eines passenden Wasserstoffacceptors, als welcher Methylen- 
blau oder Cytrochrom c gewahlt werden kénnen. Verwendet man Methylen- 
blau als Wasserstoffacceptor, so kann die Reaktion (1) folgendermaBen ge- 
schrieben werden: 
Succinat + Methylenblau —> Fumarat + Leukomethylenblau (Mb2H) 
Der Grad der Entfarbung ist also der Dehydrierung des Succinats proportional 
und die Zeitdauer bis zur Entfairbung kann als Ma8 der enzymatischen Aktivi- 
tat dienen. 

Wird Cytrochrom c als Wasserstoffacceptor verwendet, so lauft die Re- 
aktion anschlieBend an (1) folgendermaBen weiter: 

(3) 2 Cytrochrom c + 2H == 2 reduziertes Cytochrom c + 2Ht 


(4) 2 reduz. Cytochrom c + 2H+ + 1/,0, - — 2 Cytrochrom c 
H 





~ Cytochrom-Oxydase 


20. 

In der Bilanz verschwindet also Sauerstoff, wahrend Wasser entsteht, Cyto- 
chrom ¢ dagegen von neuem in die Reaktion eingehen kann. Voraussetzung fiir 
die Proportionalitat der Sauerstoffaufnahme mit der Dehydrierung des Succinates 
ist dabei eine geniigend aktive Cytochrom-c-Oxydase. 


1H. P. Himsworth, The Liver and its Diseases. Cambridge, Mass., 1950. 
2 N. Zéllner u. A. Gélkel, Unveréffentlichte Versuche. 
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Methodik 


WeiBen Mausen, meist Mannchen, wurde eine ihrem Gewicht entsprechende 
Menge einer Verdiinnung von Tetrachlorkohlenstoff (5,0 g ad 100,0 ml mit Olivendél) 
subcutan injiziert. Die hauptsaichlich verwendete Dosis von 0,1 g/100 ml erzeugte 
dabei zuverlassig eine — nicht zu ausgedehnte — zonale zentrilobulare Nekrose. 
Dies wurde histologisch kontrolliert*. Etwa 20 Stdn. vor dem Versuch wurde den 
Tieren alles Futter entzogen, Wasser dagegen belassen. Zur Enzymmessung wurde 
die Maus durch Dekapitation getétet, die Leber rasch entnommen und in einem 
Potter-Elvehjem-Homogenisator unter Zusatz von 1,15% Kaliumchlorid und 
0,003, Natriumbicarbonat (nach dem Vorschlag von Potter) zerrieben. 

Die weitere Versuchstechnik fiir die Messung der Methylenblauentfirbung 
war die tibliche Thunberg-Methode. Der Ansatz dazu geht aus Tab. 1 hervor. 
Dabei ist die Aktivitét des Enzyms dem reziproken Wert der Entfarbungszeit 
proportional. Zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs durch das Bernsteinsaure- 
dehydrase-Cytochrom-c-Oxydase-System bedienten wir uns des Warburgschen 
Apparates. Hierzu wurde der von Potter® angegebene Ansatz gewahlt**. Der von 
uns ermittelte Qo, der Lebern unserer Kontrolltiere entspricht dem aus der Lite- 
ratur bekannten. 

Im Bereich der gewahlten Konzentrationen war der Sauerstoffverbrauch dem 
Einsatz an Homogenat proportional. Wie in Kontrollversuchen festgestellt wurde, 
wirkte die verwendete Menge Cytochrom c sowie die vorhandene Cytochrom-c- 
Oxydase nicht geschwindigkeitsbeschrankend. 


Ergebnisse 


Alle Versuche beweisen eine starke Abnahme der Aktivitét der 
Bernsteinséuredehydrase in den Lebern von mit Tetrachlorkohlenstoff 
vergifteten Tieren. 

Tab. 1 zeigt die Abnahme der Aktivitét der Bernsteinséuredehy- 
drase bei Verwendung von Methylenblau als Wasserstoffacceptor; die 
Abbildungen zeigen die Ergebnisse bei Verwendung von Cytrochrom ce 
im Warburg-Versuch. Zahlenmabig dargestellt haben wir die Ergebnisse 
unserer Warburg-Versuche aus praktischen Erwagungen durch den 
sogenannten 1°/,,-Quotienten (Sauerstoffaufnahme durch 20 mg nasses 
Gewebe in 10 Min.) nach einem Vorschlag von Potter?. Bei einem durch- 
schnittlichen Trockengewicht der Leber von 30° des NaBgewichtes liegt 


; 1 100 
der 1°',) Quotient in der Nahe des Qo,, (denn Qu), X 6 x 20 x 30 7 Qo,] . 


Will man Versuchsergebnisse an pathologisch veraénderten Geweben 
,.genauer“ darstellen, st6Bt man naimlich auf das interessante Problem 
der Frage nach einem Bezugssystem, das durch den ProzeB der patho- 
logischen Veranderung hindurch geniigend konstant bleibt und dadurch 
einen exakten Vergleich des ,,Vorher und ,,Nachher“‘ erméglicht. 
Dabei scheinen unserer Ansicht nach Trockengewichte, Gesamt-N, még- 
licherweise sogar Desoxyribonucleinsaéurebestimmungen dem einfachen 


* Fiir die histologische Kontrolle danken wir Fraulein Dr. Bommes. 

** Cytochrom c der Delta Chemical Works stellte liebenswiirdigerweise 
Herr Dr. Helmreich vom Organ.-Chem. Laboratorium der Technischen Hoch- 
schule Miinchen zur Verfiigung. 

3 V. R. Potter in W. W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, 
Manometric Techniques and Tissue Metabolism, Minneapolis 1949. 
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Tab. 1. Bestimmung der Aktivitat der Bernsteinsiuredehydrase 
mittels Thunberg-Technik. 
Ansatz: Réhrchen I—IV 0,3 ml 10-proz. Leberhomogenat in 1,15-proz. KCl; 
1,0 ml m/10-Phosphatpuffer py 7,4; Rohrchen I—III 0,3 ml m/2-Succinat py 7,4; 
Réhrchen I u. IV 0,2 ml, II 0,4 ml, IIT 0,6 ml 19/9, Methylenblau; Gesamtvolumen 
2,6 ml. Entfarbungszeit (90%) in Minuten: 











Réhrehen I m | wm | Iv | 
Kontrolltiere .... . . wei eel ts | ~ | 
20—24 Stdn. Mittelwert aus 
p. inj. 0,1 g/100 g Tier 13,0 + 2,6 | 25,7 | 40,1 — 7 Versuchen 
60—72 Stdn. Mittelwert aus 
p. inj. 0,1 g/100 g Tier 7,0+2,3 | 20,4 | 310) — 5 Versuchen 


Tab. 2. Sauerstoffverbrauch in cmm durch Dehydrierung von Succinat im Ansatz 
nach Potter. Versuch 24 Stdn. nach s.c. Injektion der angegebenen Menge 
Tetrachlorkohlenstoff. 

















Tetrachlorkohlenstoff 
Kontrolle 
0,05 g/100 g | 0,1 g/100g 0,2 g/100 g 

@»),,, d.h. Ver- 

brauch durch 20 mg | 

nasses Gewebe in 

10m... 2 i. ss 82 31 53 44 
Oe dae a isis eds sis 69 - 54 39 
O, durch die ganze 

Leber in 20 Min. . . 10600 4100 6100 4000 
O, pro 1g Maus 

in 20Min. .... 395 150 265 260 








Tab. 3. Durchschnittlicher Verbrauch von Sauerstoff durch 20 mg nasses Leber- 
gewebe in 10 Min. (Q»»/,,) bei Dehydrierung von Succinat im Warburg-Versuch. 
Mit Tetrachlorkohlenstoff vergiftete Mause, 24 und 48 Stdn. nach s. c. Injektion. 














| Tetrachlorkohlenstoff 
Q9,, Kontrolle 

| 0,05 g/100 g | 0,1 g/100g | 0,2 g/100g 
20—24 Stdn.. .... 86 33 | 45 | 28 
4448 Stdn. p. inj. . 86 49 62 53 








NaBgewicht nicht ohne weiteres tiberlegen zu sein. Wir haben die Aktivi- 
tat, bezogen auf NaB- und Trockengewicht, aber auch auf das ganze 
Organ und auf 1 g Maus berechnet und fiir einen Versuch in Tab. 2 zu- 
sammengestellt. 

Aus Tab. 2 geht auch hervor, daB bei der GréBe der beobachteten 
Unterschiede das Bezugssystem von untergeordneter Bedeutung ist. Die 
starke Abnahme der Aktivitét der Bernsteinséuredehydrase durch die 
Tetrachlorkohlenstoffvergiftung ist in jedem Falle gesichert. Auf zwei 
weitere Beobachtungen sei noch hingewiesen. Die erste betrifft die Re- 

12* 
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generation des Enzyms, die nach den Tab. 1 und 3 auBerordentlich rasch 
sein muB. Die zweite findet sich in Abb. 1b. Wahrend die Geschwindig- 
keit der Sauerstoffaufnahme in dem Homogenat aus normalen Lebern 
iiber die Versuchsdauer nahezu konstant ist, fallt sie in den geschadigten 
Lebern verhaltnismaBig rasch ab. Diese Beobachtung konnte aber nicht 
bei allen Versuchsserien mit RegelmaBigkeit gemacht werden (Abb. 1a). 
Die Thunberg-Versuche scheinen zu zeigen, daB die Dehydrase selber 
an dem Abfall nicht beteiligt ist. Die Beobachtung scheint vielmehr da- 
fiir zu sprechen, daB ein weiteres Glied im succinatdehydrierenden 
System durch den Tetrachlorkohlenstoff geschadigt ist. 
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Abb. la 


Abb. la und 1b. Dehydrierung von Succinat durch normale und vergiftete Mause- 
lebern (Warburg-Technik). 

Ordinate: Sauerstoffverbrauch in cmm, Abszisse: Zeit in Minuten. Kurve K 
Kontrolltier, I 0,05 g, II 0,1 g, III 0,2 g Tetrachlorkohlenstoff pro 100g Tier 
20—24 Stdn. vor dem Versuch. 

Ansatz. Hauptraum: 0,05-m.Succinat, py 7,4, 0,033-m.Phosphat, pq 7,4, 0,8 mg 
Cytochrom ec, 4X10~4-m.CaCl,, 4x10~4-m.AICl,;, 10mg Leber homogenisiert, 
Volumen 3,0 ml. Einsatz: 0,2 ml 10-proz. NaOH in Filtrierpapier. 10 Min. Aqui- 
libration. Temp. 37°. 
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Zusammenfassung 


Bei Vergiftung von Mausen mit Tetrachlorkohlenstoff fallt in den 
Lebern die Aktivitat der Bernsteinsiéuredehydrase auf etwa 50° des 
normalen Wertes. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fiir die Uberlassung einer Warburg-Apparatur. 
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Eine Methode zur chromatographischen Trennung 
und quantitativen Bestimmung der beim oxydativen Ozonidabbau 
ungesattigter Fettsduren gebildeten Spaltstiicke 


Von 
E. Klenk und W. Bongard* 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Marz 1952) 


Uber die Konstitution der im Tierreich weit verbreiteten, hochunge- 
sittigten Fettsiuren ist bis jetzt nur wenig bekannt. Dies erklart sich 
einerseits dadurch, da8 es sich fast regelmaéBig um ein auBerst kom- 
plexes Substanzgemisch handelt, aus welchem sich einheitliche Verbin- 
dungen, wenn iiberhaupt, so doch nur mit gréBten Schwierigkeiten iso- 
lieren lassen, und andererseits aber auch durch die geringe Leistungs- 
fahigkeit der bisher zur Konstitutionsermittlung dienenden Methoden. 
Als Vorarbeit zu einer umfassenderen Untersuchungsreihe haben wir 
uns mit dem zuletzt genannten Problem etwas naher beschaftigt. 

Im Fall der einfachen, ungesattigten Fettsiuren hat sich die 
Harriessche Methode der Ozonidspaltung gut bewahrt. Nach der 
neuerdings von Asinger! verbesserten Methode erhalt man aus Olsdure 
die Abbausaéuren in einer Ausbeute von etwa 90%. Bei den natiirlichen 
Polyenséuren ist jedoch die Ozonidspaltung insofern unbefriedigend, 
als sich dabei das darin so haufig vorkommende :CH-CH,-CH: Mittel- 
stiick der Erfassung entzieht. Nach Erdmann und Mitarbeitern? zer- 
fallt die bei dem iiblichen Abbau als Zwischenprodukt zu erwartende 
Formylessigsiure, CHO -CH,-COOH, sehr leicht in Acetaldehyd und 
CO,. Beim Abbau der Linolensiure erhielten sie, obwohl sorgfaltig da- 
nach gesucht wurde, Malonsiure kaum mehr als spurenweise. Spiter 
wurde deshalb bei Untersuchungen dieser Art®? von vornherein auf die 
Isolierung der Malonséure verzichtet und die beim Verkochen des 
Ozonids mit Wasser auftretenden Zersetzungsprodukte (Acetaldehyd, 
CO,) bestimmt und daraus auf das Vorhandensein des obigen Mittel- 
stiicks geschlossen. 

Wir haben demgegeniiber nach einer Methode gesucht, mit welcher 
es gelingt, auf dem Wege des oxydativen Ozonid-Abbaus dieses Mittel- 
stiick in Form von Malonsiure zu fassen. Fiir die ersten orientierenden 
Versuche wurde Dihydromuconsaure, COOH -CH,- CH: CH - CH,- 
COOH, als Modellsubstanz gewahlt. V6llig unbrauchbar erwies sich 
in diesem Fall die Methode von Asinger!. Malonsiéure wurde nur in 
einer Ausbeute von 7% erhalten. Wesentlich bessere Ergebnisse wurden 


* Auszug aus der Dissertat. von W. Bongard, Kéln 1952. 

1 Fr. Asinger, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 656 [1942]. 

2 E. Erdmann, F. Bedford u. F. Raspe, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 1334 
[1909]. 
3 C.L. Arcus u. I. Smedley-MacLean, Biochem. J. 87, 1 [1943]. 
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mit dem neuerdings von Ziegler und Mitarbeitern* angewendeten Ver- 
fahren der Ozonidspaltung mit Peressigsiure erzielt. Es zeigte sich, daB 
die Spaltung zweckmaBigerweise bei moglichst niedriger Temperatur 
durchgefiihrt wird. Bei 50° betrug die Ausbeute 50%, bei 30° dagegen 
67%. Anscheinend wird bei héherer Temperatur die Zersetzung der 
hypothetischen Formylessigsaure so stark beschleunigt, daB ein gr6Berer 
Teil derselben sich der Stabilisierung zu Malonsiure entzieht. Jedenfalls 
konnten wir feststellen, daB die einmal gebildete Malonsiure dem An- 
griff der oxydierenden Agenzien widersteht. Um die etwas unbequeme 
Darstellung der Peressigsiure zu umgehen, wurden auch mit bestem Er - 
folg Spaltungsversuche mit Eisessig, dem etwas Perhydrol zugefiigt 
war, ausgefiihrt. Die Ausbeute konnte dadurch noch auf 80% gesteigert 
werden. 

Zweifellos sind bei der Dihydromuconsiure die Voraussetzungen 
fiir die Entstehung der Malonsaure besonders giinstig, Es wurde deshalb 
mit der letzten Methode auch die Ozonidspaltung von 1.4-Dihydrobenzol 

ausgefiihrt, das im Idealfall ebenso wie die Dihydro- 

muconsaure vollstandig in Malonsaure iibergehen miiBte. 

cH Wie zu erwarten, war hier die Ausbeute niedriger. Sie 

\CH,” betrug 50%. Es ist aber méglich, daB sich ein Teil der 

Substanz beim Durchleiten des ozonhaltigen Sauerstoffs infolge ihrer 

groBen Flichtigkeit der Reaktion entzogen hat. Soweit ersichtlich, 

ist beim Ozonidabbau von Polyenen hier zum erstenmal Malonsiure in 
nennenswerten Mengen erhalten worden. 

Fiir die naihere Untersuchung des Siuregemisches, welches bei 
diesem Abbau aus den natiirlichen Polyensiuren anfallt, schien ein 
chromatographisches Verfahren besonders geeignet. Methoden zur 
chromatographischen Trennung der niederen Fettsiuren sind schon 
von verschiedenen Seiten beschrieben worden. In unseren Hinden hat 
sich die Verteilungschromatographie von Moyle, Baldwin und 
Scarisbrick®, welches die Monocarbonsiuren C,—C, zu trennen ge- 
stattet, bestens bewahrt. Sie verwenden als stationire Phase mit Phos- 
phatpuffer von verschiedenem py getrinktes Kieselsiuregel und eluieren 
mit 1,10 und 30% Butanol enthaltendem Chloroform. Nicht reprodu- 
zieren lieB sich allerdings die Trennung der Saéuren C,—C, mit ihrer 
Saule IIT. Es zeigte sich aber, daB die Trennschiarfe ihrer Séiule IT durch 
Abinderung des Verhaltnisses Gelmenge/Phosphatpuffer sich erhdhen 
laBt, so daB damit auf die Saule III verzichtet werden konnte. 

Wir fanden, daB sich in ahnlicher Weise auch die Dicarbonsiuren 
leicht und vollstaéndig voneinander trennen lassen. Durch Ausarbeiten 
einer neuen Saéule C und Verwendung der von Isherwood® fiir die 


4 K. Ziegler u. H. Wilms, Liebigs Ann. Chem. 567, 1 [1950]; H. Wilms, 
Liebigs Ann. Chem. 567, 96 [1950]; K. Ziegler, W. Hechelhammer, H. D. Wag- 
ner u. H. Wilms, Liebigs Ann. Chem. 567, 99 [1950]. 

5 V. Moyle, E. Baldwin u. R. Scarisbrick, Biochem. J. 48, 308 [1948]. 
6 F. A.Isherwood, Biochem J. 40, 688 [1946]. 
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Trennung einiger Fruchtséuren angegebenen Rohrfiillung (wobei die 
Heber-Apparatur von Moyle und Mitarbeitern sich als praktischer er- 
weist als die _ Isherwoodsche Apparatur), gelingt die Trennung aller 
Glieder C,—C, . Es zeigte sich auBerdem, daB dieselben Siulen, welche 
sich fiir die Trennung der Mono- bzw. Dicarbonsauren eignen, auch fiir 
die Trennung der beim Abbau der Methylester der Polyensiuren als 
Endstiicke auftretenden Monomethylester der Dicarbonsiuren C,—C,, C, 
brauchbar sind. Ben6tigt werden insgesamt vier verschiedene Siaulen, 
deren Anwendungsbereich aus der Tab. 1 ersichtlich ist. 


Tab. 1. Verwendungsbereich der Siulen A—D. 





Saule ——— Mos* Dis** Mme*** 
/0 





A 1 C,, Cy, 
Phosphatpuffer 10 C 
Pu > ll 30 


B 
Phosphatpuffer 
Pu = 6,95 
(: 
Phosphatpuffer 
Pu = 5,9 











D 
0,5-n. H,SO, 














* Mos = Monocarbonsiaure; ** Dis = Dicarbonsaiure; *** Mme = Dicarbon- 
siure-monomethylester. 

Sind Mono- und Dicarbonsiiuren im Gemisch nebeneinander vor- 
handen, so stéren sich diese gegenseitig nicht, falls die Dicarbonsaiuren 
C,9 und C,, fehlen, was wohl meistens zutreffen diirfte. Die letzteren 
werden gleichzeitig mit Propionséiure bzw. Butterséure eluiert. Schwie- 
riger wird die Trennung, wenn im Gemisch auSerdem noch Mono- 
methylester der Dicarbonséuren vorhanden sind. Diese laufen in der 
Regel gleichzeitig mit einer Monocarbonséure durch die Saule, so daB 
nur die Mengen beider Komponenten zusammen bestimmbar sind. Die 
Zusammensetzung des Gemischs léBt sich aber auch in diesem Fall 
dadurch genau ermitteln, daB man eine Probe verseift und die Chromato- 
gramme der Séuregemische vor und nach der Verseifung miteinander 
vergleicht. Die Chromatographie zahlreicher kiinstlich zusammenge- 
setzter Gemische ergab, daB ihre Zusammensetzung mit durchaus be- 
friedigender Genauigkeit festgestellt werden kann. 

Um bei der Konstitutionsermittlung der Polyenséuren von vorn- 
herein Endstiicke und Mittelstiicke unterscheiden zu k6nnen, wird 
zweckmaBigerweise der Methylester ozonisiert. Die Bestimmung der 
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Dicarbonséuren im anfallenden Sauregemisch (Monocarbonsiauren, 
Dicarbonséuren und deren Halbester), ergibt die Mittelstiicke. Zur Er- 
mittlung der Endstiicke ist noch eine Analyse des nach der Verseifung 
erhaltenen Saéuregemisches erforderlich. Nach Abzug des aus den Mittel- 
stiicken stammenden Anteils erhalt man die den Endstiicken ent- 
sprechenden Mono- und Dicarbonsiuren. Um etwaige Verluste bei der 
Verseifung zu vermeiden, kann selbstverstindlich auch die freie Fett- 
sdure noch dem Ozonidabbau unterworfen und das anfallende Saure- 
gemisch (Mono- und Dicarbonsaéuren) direkt chromatographiert werden. 
Bei der Einfachheit des Verfahrens ist dieses Vorgehen unter Umstianden 
von Vorteil. 

Die Leistungsfihigkeit der hier ausgearbeiteten Methode wurde 
am Beispiel der Olsiure und Linolsdure mit folgendem Ergebnis gepriift. 


Tab. 2. Ozonidabbau der Methylester ungesattigter Fettsiuren. Menge der Abbau- 
siuren in Mol. pro Mol. Fettsaiuremethylester. 





Olsaure Linolsaure I Linolsaure II 
Mos Dis i Dis 
Mittelstiick: 0,30 
Endstiicke: u 0,112 

C 0,06 0,58 
0,87 0,95 0,197 0,92 


C,—C, | 0,93 0,889 
































Wie Tab. 2 zeigt, werden die zu erwartenden Spaltstiicke nahezu 
quantitativ erfaBt. Nur bei der Malonsiure ist ein betrachtlicher Verlust 
festzustellen, so daB die gefundene Menge kaum mehr als 30° der Theorie 
entspricht. 

Wie die obigen Beispiele zeigen, eignet sich die Methode auch vor- 
ziiglich zur Priifung der ungesiattigten Fettsiuren auf Einheitlichkeit. 
Selbst kleine Beimengungen von anderen ungesattigten Fettséiuren sind 
noch gut festzustellen. Ein gewisser Nachteil ist, daB die Ozonidspaltung 
mit H,O, in Eisessig-Lésung vorgenommen wird. Damit mu8 von vorn- 
herein auf den Nachweis von Essigsiure als Spaltstiick verzichtet wer- 
den. Da dieser Fall jedoch nur selten vorkommt (es sei denn, daB Essig- 
siure als Zersetzungsprodukt der Malonsiure bzw. Formylessigséure 
auftritt), glaubten wir diesen Nachteil gegeniiber den offensichtlichen 
Vorziigen der Methode in Kauf nehmen zu kénnen, um so mehr, als die 
Anwesenheit der groBen Menge Essigsiure, wie ein Versuch ergab, den 
Nachweis von Propionséure nicht nennenswert stort. 

Es sei noch besonders hervorgehoben, da die Bestimmung in kurzer 
Zeit und mit geringen Substanzmengen ausgefiihrt werden kann. Fiir 
eine vollsténdige Analyse sind nicht mehr als 100mg des Spaltge- 
misches erforderlich. Die Methode hat bei der Konstitutionsermittlung 
der hochungesattigten Cy9- und C,.-Fettsauren der Glycerinphosphatide, 
woriiber wir in Kiirze berichten werden, bereits gute Dienste geleistet. 





“gos a nes a 


oo 
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Ozonidspaltung der 4:7 Dihydromuconsiure 


1. Nach Asinger?: Im AnschluB an die Spaltung des Ozonids mit Ag,O 
wird der Ag-Niederschlag abfiltriert, die Lésung eingeengt und nach dem Ansauern 
mit HCl die Malonsaure mit Ather extrahiert. Aus 1 g Dihydromuconsiaure 0,1 g 
gelb gefarbte, feste Substanz. Schmp. 121—124°. Ausb. 7% der Theorie. 

2. Nach Raspe’: Die Spaltung des Ozonids von 1 g Dihydromuconsaure 
durch 70-stdg. Schiitteln mit Wasser bei Zimmertemperatur und Nachoxydation 
mit Luftsauerstoff (Filtrierpapier, das mit der waBrigen Losung der Spaltprodukte 
getrankt ist, wird 4 Tage an der Luft aufgehaingt) und nachfolgende Extraktion 
mit Ather ergibt 0,775 g einer gefarbten, schmierigen Substanz, die nach der 
chromatographischen Bestimmung (siehe weiter unten) 0,216 g Malonsaure enthalt. 
Ausb. 15% der Theorie. 

Ahnliche unbefriedigende Ergebnisse wurden auch bei einer Reihe von Ver- 
suchen erzielt, bei welchen die Nachoxydation nach Diill® mit CrO,, KMnO, 
bzw. H,O, bei alkalischer Reaktion erfolgte. 

3. Nach Wilms‘: 1 g Dihydromuconsiaure in 30 ccm Eisessig und 10 ccm 
Methylacetat gelést und bei —5° ozonisiert. Lésungsmittel im Vakuum entfernt, 
Ozonid in 4 ccm Peressigsiure und 6 ccm Eisessig gelést und iiber Nacht im Ther- 
mostat auf 50° erwirmt. Zur Zerstérung der iiberschiissigen Persiure wird dann 
10 Min. gekocht und im Vakuum zur Trockne gebracht. Nach Aufnehmen in wenig 
Wasser Loésungsmittel wieder im Vakuumexsiccator entfernt. 0,773 g weiBe, 
kristallisierte Substanz. Schmp. 129—130°. Ausb. 53% der Theorie. 

Fiihrt man die Spaltung des Ozonids in entsprechender Weise bei 39 baw. 30° 
aus, so steigt die Ausbeute auf 60 bzw. 67% der Theorie. Schmp. 128 bzw. 130°. 

4. Spaltung mit Eisessig und Perhydrol: Ozonisation der Substanz 
wie bei 3. Ozonid in Eisessig gelést und nach Zugabe von 4 ccm Perhydrol wahrend 
40 Stdn. im Thermostaten auf 35° erwarmt. Zum Schlu8 wird zur Zerstérung der 
gebildeten Peressigsiure kurz aufgekocht und wie bei 3. weiter behandelt. Ausb. 
80% d. Th.; Schmp. 128—129°. 

Fihrt man die Spaltung des Ozonids in entsprechender Weise bei 50° durch,. 
so sinkt die Ausbeute auf 65% der Theorie. Spaltung durch 40-stdg. Schiitteln bei 
Zimmertemperatur ergibt schmieriges Produkt (Schmp. 100—120°). Ausb. 67%, 
der Theorie. 


Ozonidspaltung von 1.4-Dihydrobenzol 

Ausgangsmaterial aus Chinit durch Wasserabspaltung mit KHSO, dargestellt. 
Beigemischtes 1.2-Dihydrobenzol durch Addition von Maleinsiureanhydrid ab-- 
getrennt. Sdp. 88.5°. 

0,8 g Subst. in 15 ccm Eisessig und 35 ccm Methylacetat bei —65° ozonisiert.. 
Gasstrom weitméglichst abgedrosselt, da Entweichen von Substanz am Geruch 
bemerkbar. Lésung vorsichtig im Vakuum auf die Halfte eingeengt und nach Zu- 
gabe von 10 ccm Eisessig und 4 ccm Perhydrol 36 Stdn. auf 35° erwarmt. Weitere 
Behandlung wie oben bei 3. 1,75 g schmieriger Riickstand mit einem Gehalt von 
1,05 g Malonsaure (chromatographisch bestimmt). Nach Abpressen auf Ton Schmp.. 
128—129°. Ausb. 50% der Theorie. 


Beschreibung der chromatographischen Methode 
Reagenzien: 1. Silicagel, dargestellt nach Isherwood®. Von der gegebenen 
Vorschrift wurde nur insofern abgewichen als wir zum Auswaschen des Gels anstelle 
von Athanol Methanol verwendet haben. 

2. Pufferlésungen. Als Stammliésungen sind 2-m.Lésungen von KH,PQ,,. 
K,HPO, und K,PO, hergestellt worden. Letztere Lésung wird aus K,HPO, und KOH 
gewonnen. Die 2-m. KH,PO,-Lésung darf nicht unter 30° abkiihlen, da sonst. 
Kristallisation eintritt. 


? F. Raspe, Dissertat. Halle 1909. 
8 H. Dill, Dissertat. Freiburg 1933. 
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Lésung A: 2,5 Vol. K,HPO, + 3,5 Vol. K;PO, 

Lésung B: 2 Vol. K,HPO,+ 1 Vol. KH,PO, 

Loésung C: 3 Vol. K,HPO,+ 7 Vol. KH,PO, Px 5,9 
Lésung D: 0,5-n. H,SO,. 

3. Eluiermittel. Fiir Saule A und B: 1-, 10-, 30-Vol.-°4 Butanol enthaltendes 
Chloroform. — Fiir Saule C: 1-, 5-, 10-, 20- und 30% Butanol-Chloroform. Samt- 
liche Lésungen werden mit 2-m.K,HPO, aquilibriert und durch ein trockenes 
Filter filtriert. 

Fiir Saule D: 1-, 3-, 5-, 10- und 20% Butanol-Chloroform. Die Lésungen 
werden mit 0.5-n. H,SO, aquilibriert und wie oben filtriert. Die Phosphatpuffer 
sind nur etwa 3 Wochen haltbar. 

Zur Herstellung der Séulen A, B, C und D werden 3 g Silicagel und 4 ccm der 
entsprechenden Pufferlésung im glasierten Mérser homogen zerrieben. Im iibrigen 
verfahrt man nach der von Moyle und Mitarbb.® gegebenen Vorschrift. Auch das 
Beschicken der Saéule mit dem zu analysierenden Saiuregemisch und das Auffangen 
des Eluats in Portionen von je 5 ccm erfolgt in derselben Weise wie dort beschrieben. 
Jede der aus dem HebergefaB ausflieBenden Fraktionen wird mit n/100-methanoli- 
scher KOH unter Durchleiten von N, oder CO,-freier Luft titriert (Indikator 
Phenolphthalein oder Kresolrot). Bei der Titration mit athanolischer Lauge muB 
zur Probe vorher Wasser oder noch besser Methanol zugefiigt werden, da sonst die 
Kaliumsalze der Sauren ausfallen, wodurch ein genaues Titrieren unméglich ge- 
macht wird. Die Eluierung beginnt bei jeder Analyse mit 1% Butanol-Chloroform. 
Sobald bei der Titration der Blindwert 0,02—0,06 ccm n/100-KOH wieder erreicht 
ist, wird im allgemeinen zur Eluierung mit dem Lésungsmittel von héherem 
Butanolgehalt tibergegangen. 

Aus einem Diagramm, in welchem als Abszisse die Nummern der aufeinander- 
folgenden Fraktionen und als Ordinate der jeweilige Verbrauch an n/100-KOH 
abgetragen ist, ergibt sich die Menge der eluierten Saure aus dem Gesamtverbrauch 
an n/100-KOH der betreffenden Fraktionen. Dabei mu8 von jedem einzelnen 
Titrationswert der entsprechende Blindwert abgezogen werden. 


a) Die niederen Fettsauren (Mos) 


Vor kurzem berichteten Bueding und Yale®, daB die Methode von Moyle 
und Mitarbb.> zur Trennung der Monocarbonsiuren versagt. Nach unseren Er- 
fahrungen ist die Beschaffenheit des Silicagels fiir das Gelingen der Trennung von 
ausschlaggebender Bedeutung. Von 3 Gelproben, die wir aus kaéuflichem Wasser- 
glas dargestellt haben, erwies sich eine Probe als nicht brauchbar. Wir vermuten, 
daB in diesem Fall das Gel nicht mit der nétigen Sorgfalt ausgewaschen wurde. 
Jedes neu dargestellte Praparat muB deshalb auf seine Verwendbarkeit zur Her- 
stellung einer Séule von guter Trennwirkung besonders gepriift werden. Die Pra- 
parate sind unbegrenzt haltbar. Es empfiehlt sich gréBere Mengen darzustellen. 
Ein Praparat, das den Anforderungen nicht entspri¢ht, ist zu verwerfen. 

Die hier verwendeten Saulen A und B unterscheiden sich von den Saulen IT 
und I nach Moyle und Mitarbb. nur dadurch, da8 die Pufferlésung dem Silicagel 
in etwas groBeren Mengen (4 ccm Pufferlésung auf 3 g Silicagel, anstelle von 3 ccm 
auf 3g) zugegeben wird. Dadurch verbessert man die Trennscharfe der Saule A. 
Es ist méglich, mit dieser Saéule auch Pelargonsiure und Capronsaure scharf zu 
trennen, wofiir nach der urspriinglichen Vorschrift eine dritte Saule mit einer noch 
stirker alkalischen Phosphatpufferlésung benétigt wird. Mit Hilfe dieser Saule III 
konnten wir bei den Monocarbonséuren C,—C, iiberhaupt keinen Trenneffekt 
erzielen. 

Die Analyse eines Gemisches von je 2,08mg Pelargonsaure, 3,60 mg 
Capronsaure, 2,02 mg Isovaleriansaure, 149mg Buttersaure, 1,88 mg 
Propionsaure und 3,72 mg Essigsaure, die in 1 ccm 1% Butanol-Chloroform 
gelést waren, mit Saule A bzw. B hatte die in Abb. 1 und 2 dargestellten Ergebnisse. 


® E. Bueding u. H. W. Yale, J. biol. Chemistry 198, 411 [1951]. 
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Abb. 1. Trennwirkung von Saule A. 

Wiedergefundene Mengen: C, 97%, C, 97%, C; 100%, C, 93%. 
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Abb. 2. Trennwirkung von Saule B. 
Wiedergefundene Mengen: C, + Cg + Cs 103%, Cy 97,5%, Cz 98,5%, Cz 98%. 









































b) Die Dicarbonsauren (Dis) 


Testsubstanzen. Oxalsiure (C,), Merck p. A. Schmp. 101°. — Malon- 
sdure (C3), aus Malonester gewonnen. Schmp. 131°. — Bernsteinsaure (C,), 
Merck. Schmp. 185°. — Glutarsaure (C;), dargestellt aus Adipinsdure tiber 
Cyclopentanon und Oxydation desselben mit HNO,?°. Verwendet wurde das Roh- 
produkt vom Schmp. 90° (reine Glutarsiure Schmp. 96°). Auf die schwierige Ent- 
fernung der letzten Spuren von beigemengter Bernsteinsiure wurde verzichtet. — 
Adipinsaure (C,), Bayerwerke, Leverkusen. Aus heiBem Wasser umkristallisiert. 
Schmp. 151°. — Pimelinsaure (C,), Industriepraparat. Schmp. 104°. — Kork- 
saure (C,), dargestellt aus Olsiure durch Oxydation mit HNO, bei Gegenwart 
von Ammoniumvanadat!. Die Substanz wurde in Abweichung von der gegebenen 
Vorschrift aus den waBrigen Mutterlaugen nach Abtrennung der ausgefallenen 
Azelainsiure durch Abdampfen im Vakuum mit Hilfe einer Wasserdampfstrahl- 
pumpe bis zur Trockne gewonnen. Der Riickstand wurde in siedendem Benzol 
suspendiert und durch Zutropfen von Methanol gelést. Beim Abkiihlen der heiB 
filtrierten Lésung im Kiihlschrank fiel reine Korksiure aus. Schmp. 140—141°. — 


10 P, W. Clutterbuck u. H.S. Raper, Biochem. J. 19, 393 [1925]. 
11 EP 524163 u. AP 2203680 Du Pont de Nemours, Chem. Zbl. 1941 II, 
113; 1941 I, 117. 
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Azelainsaure (C,), dargestellt aus Azelainsiuremonomethylester (siehe unten) 
durch Verseifung. Schmp. 106°. — Sebacinsaure (C,,)), Riedel de Haén. Schmp. 
126—128° (reine Sebacinséure Schmp. 134°). Die chromatographische Analyse 
ergab folgende Zusammensetzung: Cy) 92,5%, Cy. 7,5%. — Nonandicarbon- 
saure (C,,), Industriepraparat. Schmp. 98° (reine C,,-Dicarbonsiure Schmp. 110°). 
Die chromatographische Analyse ergab folgende Zusammensetzung: Cy) 32,7%, 
C), 61,7%, Cy. 5,6%. — Decandicarbonsaure (C,,), Industriepraparat. Schmp. 
124° (reine C,,-Dicarbonsiure Schmp. 126°). Die chromatographische Analyse er- 
gab: C,, 7,5%, Cy. 92,5%. — Tetradecandicarbonsaure (C,,). Schmp. 124,5°. 
Dieses Praparat verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn Professor Ziegler, 
Miilheim (Ruhr). 

Die chromatographische Trennung von Dicarbonsaéuregemischen wurde zu- 
nachst mit Citronenséure-Phosphatpuffer von verschiedenem py (pq 4, 5, 6 und 7) 
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Abb. 3. Trennwirkung von Saule D. 
Mos: 3,64 mg C,; Dis: 2,52 mg C,, 1,45 mg C;, 2,18 mg C,, 3,14 mg Cs, 3,06 mg 
C, in 1 cem Butanol-Chloroform gelést. 
Wiedergefundene Mengen: Mos: C, 100%; Dis: C, 99%, C; 102%, C, 101%, C3 
99,5%, C, 98%. 


versucht. Damit konnte zwar eine streng spezifische Eluierung der Glieder C,—C, 
erreicht werden, jedoch war die wiedergefundene Menge der einzelnen Kompo- 
nenten des Gemischs unbefriedigend, und auBerdem wurde mit 30% Butanol- 
Choroform bereits die Citronensiure des Puffers eluiert. Noch ungiinstiger erwies 
sich eine mit einer Pufferlésung von Kaliumbiphthalat vom py = 5,2 hergestellte 
Saule. Hier stiegen die Blindwerte mit steigendem Butanolgehalt des Eluiermittels 
von 0,24—1,25 cem n/100-KOH an. 

Zur Trennung der ersten Glieder dieser homologen Reihe wurde deshalb auf 
eine von Isherwood® beschriebene Saule zuriickgegriffen und zu deren Fiillung 
ein mit 0,5-n.H,SO, getranktes Silicagel verwendet. Eine Steigerung der Trenn- 
wirkung dieser Saule konnte dadurch erzielt werden, daB die Eluierung auch hier 
mit Chloroform von steigendem Butanolgehalt vorgenommen wurde, wahrend 
Isherwood zu diesem Zweck nur eine einzige Butanolkonzentration verwendet hat. 
Dadurch wird auch die Identifizierung der eluierten Saiuren wesentlich erleichtert. 
Auf diese Weise gelingt die Trennung der Dicarbonsaéuren C,—C, (Abb. 3). 

Es wurde dann weiter gepriift, ob fiir die Trennung der héheren Glieder die 
fiir die Analyse der Monocarbonsauren verwendeten Saulen A und B brauchbar 
sind. Da sich dabei zeigte, daB die Saule B eine Trennung der Dicarbonsduren 
Cy—C,, (Abb. 4) gestattet, wurde nun das fiir die Trennung der Dicarbonséuren 
C,—C, geeigneteste py des Phosphatpuffers ermittelt. Bei py 5,2 blieb die Trennung 
von C, und C, aus, wahrend bei py 6,5 die Sauren zwar gut getrennt, aber erst bei 
zu hoher. Butanolkonzentration austreten. Dagegen war mit einer Pufferlésung 
vom py 5,9 das Ergebnis voll befriedigend (Abb. 5). 
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Da die Pufferwirkung dieser ziemlich sauren Phosphatlésung nach der sauren 
Seite hin verhaltnismaBig gering ist, muB bei der Saéule C auf genaue pq-Kin- 
stellung ganz besonders geachtet werden; auch ist bei Beniitzung eines neuen 
Silicagelpraparates gerade bei dieser Saule eine Uberpriifung der Trennwirkung mit 
Testsauren von besonderer Wichtigkeit. Hier ist auBerdem darauf zu achten, daB 
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Abb. 4. Trennwirkung von Saule B. 
Dis: 2,22 mg Cy, 1,66 mg C,,, 2,62 mg Co, 3,30 mg Cy; Mos: 6,46 mg C,. 
Wiedergefundene Mengen: Dis: C,, 101%, Cy, 95,5%, Cyp 104%, Cy 97%. 
Mos: C, 103%. 
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Abb. 5. Trennwirkung von Siaule C. 
Dis: 1,036 mg Cy, 1,208 mg Cg, 1,048 mg C,, 1,224 mg C,; Mos: 1,288 mg Cy. 
Wiedergefundene Mengen: Dis: Cy 98,5%, Cy 100,5%, C, 99%, C, 90%; Mos: 

1C, 97%. 
die Wirksamkeit der Saule durch einen groBen UberschuB von Essigsiure gestort 
wird, waihrend die Séulen A, B und D dagegen ziemlich unempfindlich sind. 











c) Die Dicarbonsdiuren-monomethylester (Mme) 


Testsubstanzen, Oxalsiure-monomethylester (C,). Dargestellt aus 
dem Dimethylester der Saure nach dem fiir den Athylester angegebenen Verfahren”. 
Aufbewahrung in Form des Kaliumsalzes. Bei Bedarf wird das Salz in wenig Wasser 
gelést und nach dem Ansauern mit HCl der Halbester ausgeathert und im Vakuum 
destilliert. Sdp.,) 109°. Die chromatographische Analyse ergibt 90°, Monoester. 









12 F, Adickes, W. Brunnert u. O. Liicker J. prakt. Chem. 130, 164 [1931]. 
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Die durch Disproportionierung entstandene freie Oxalsiure kann dabei ebenfalls 
mitbestimmt werden. Die Substanz zersetzt sich sehr rasch unter Abscheidung von 
fester Oxalsiure. Sie ist nach 10 Tagen vollig durchkristallisiert. — Malonsaure- 
monomethylester (C3), dargestellt aus dem Dimethylester nach dem fiir den 
Athylester angegebenen Verfahren!*. Aufbewahrung in Form des Kaliumsalzes. 
Daraus fliissiger Halbester Sdp.,; 143°. Zersetzt sich ebenfalls, jedoch langsamer 











als der Halbester der Oxalséure, unter Kristallabscheidung. — Bernstein- 
siuremonomethylester (C,), dargestellt aus Bernsteinsiureanhydrid'. Sdp.o, 
152°. Schmp. 58° (aus CS, umkristallisiert), — Bernsteinsiuremonoathy]- 
ccm 
es Pimelinsaure- 
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Abb. 6. Trennwirkung der Saule A. 
3,20 mg Cy, 3,68 mg C,, 4,10 mg C,, 5,78 mg C; und 4,04 mg C, in 2 cem 1% 
Butanol-Chloroform. Wiedergefundene Mengen: C, 100%, C, 99%, C, 101%. C,; und 
C, von der Saule zuriickgehalten. 
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Abb. 7. Trennwirkung der Saule B. 


Auf die Saule gebrachte Mengen wie Abb. 6. Wiedergefundene Mengen: 
+ C, + C, 103%, Cs 97% und C, 99%. 


ester, dargestellt wie der Methylester. Sdp., 126,5—128°. — Glutarsaure- 
monomethylester (C;), dargestellt iiber das Saureanhyrid?. Sdp. +12 148—150°. — 
Adipinsaure-monomethylester (C,), dargestellt durch 5-stdg. Erhitzen des 
Dimethylesters mit etwas mehr als der theoretischen Menge der freien Saéure auf 
250—270°5, Sdp.y2 162—165°. Ein Versuch, den Halbester durch partielle Ver- 


13 M. Freund, Ber. dtsch. chem. Ges. 17, 780 [1884]. 
SW. A: Bone, J.J. Sudborough u. C.H. Sprankling, J. chem. Soc. 
[London] 85, 539 [1904]. 
5 E. Fourneau u. 8. Sabetay, Bull. Soc. chim. France (IV) 48, 861 [1928]. 
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seifung des Di-esters mit der berechneten Menge KOH darzustellen, gelang nicht. — 
Pimelinsaure-monomethylester (C;), dargestellt aus dem Di-ester durch 
partielle Verseifung mit Natriumalkoholat '*. Sdp.,; 178—180°. — Azelainsaure- 
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Abb. 8. Trennwirkung der Saule D. 


1,91 mg C, und 2,69 mg C, in 1 ccm 1% Butanol-Chloroform. Wiedergefundene 
Mengen: C, 108%, C,90,5%, freie Oxalsaure (durch Disproportionierung entstanden) 
4,6%. 


monomethylester (C,), dargestellt aus Olséuremethylester durch Ozonid- 
spaltung (siehe unten). Sdp., 155—163°. Das Praparat enthalt noch kleine Mengen 
Pelargonsaure. 

Saule D gibt mit 20% Butanol-Chloroform einen sehr hohen Blindwert, was 
bei der Berechnung der Oxalsaurewerte beriicksichtigt werden muB. Mit der Saule C 
werden die Halbester der Malonsaéure und der Oxalsaiure durch 1—30% Butanol- 
Chloroform nicht eluiert. 

In entsprechender Weise lassen sich auch Gemische von Monomethylester 
und -athylester der Dicarbonséuren voneinander trennen. Dabei erscheint der 
Monoathylester der Bernsteinséure an derselben Stelle wie der Monomethylester 
der Glutarséure (Abb. 9). 


50 Fraktion 
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Abb. 9. Trennung von Monomethyl- und Monoathylester 
der Bernsteinsaure durch Saule B. 
2,27 mg Athylester und 2,48 mg Methylester in 1 cem 1% Butanol-Chloro- 
form. Wiedergefundene Mengen: Athylester 103% und Methylester 100%. 


16 FE, E. Blaise u. A. Kohler, Bull. Soc. chim. France (IV) 7, 216 [1910]. 
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d) Kombinationen von Mos, Dis und Mme 


Als nicht trennbar haben sich herausgestellt: Pelargonsiure und Azelain- 
saure-monomethylester — Capronsiure und Pimelinsiure-monomethylester — 
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Abb. 10. Trennwirkung der Saule B fiir Buttersiure, C,)>—C,.-Dicarbonsdiuren und 
Adipinsiure-monomethylester. 

2,044 mg C,,-Dis.*, 1,3536 mg C,, Dis.*, 0,6344 mg C,-Dis.*, 2,556 mg Butter- 
siure und 2,66 mg Adipinsaure- monomethylester in leem 1% Butanol-Chloro- 
form. Wiedergefundene Mengen: (Cj-Dis. + Adipinsaure- monomethylester 94%, 
C,,-Dis. + Buttersiurée 104%, Cy9-Dis. 100%. 
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Abb. 11. Trennwirkung der Saule B fiir Propionsiure, Buttersiure, Cy-, Cy9-, Cy2- 
Dicarbonsauren und Glutarséiure-monomethy lester. 

2,65 mg Propionsaure, 2,82 mg Buttersdure, 2,58 mg Azelainséure, 2,368 mg 
Co-Dis. und 0,192 mg Cj,-Dis. Wiedergefundene Mengen: C,,-Dis. 100°/5, Buttersaure 
+ Glutarséure-monomethylester 97,5%, Cy,9-Dis. + Propionsiure 99%, Azelain- 
siure 101%. 


Isovaleriansiure und Adipinséure-monomethylester — Buttersiure und Glutar- 
siure-monomethylester — Propionsaure und Bernsteinsiure-monomethylester. Auch 
einige andere Kombinationen machen bei der Analyse gewisse Schwierigkeiten. Zu 
den schwierigsten gehéren 3 besonders zusammengestellte Fille (Abb. 10—12), 
aus welchen sich auch die Grenzen fiir die Leistungsfahigkeit der Methode ergeben. 


* Auf reine Saure umgerechnet (siehe S. 187—188). 
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Wie das Beispiel der Abb. 12 zeigt, werden Propionsaiure, Azelainséiure und 
Bernsteinséure-monomethylester nacheinander eluiert, ohne da8 die Minima des 
entsprechenden Teils der Kurve auf den Blindwert heruntergehen, wahrend bei Ab- 
wesenheit des Bernsteinsiure-monomethylesters die beiden anderen Komponenten 
scharf voneinander zu trennen sind (Abb. 11). 

Bei Vorliegen eines Saéuregemischs, welches neben den Mono- und Dicarbon- 
sduren noch die Halbester der letzteren enthalt, wird demnach in vielen Fallen zur 
vollstandigen Analyse auch noch ein Chromatogramm des verseiften Sauregemischs 
notig sein. Nicht zu differenzieren sind dann nur noch Propionsdure und (C,,- 
Dicarbonséure (Abb. 11) bzw. Buttersaéure und C,,-Dicarbonsaure (Abb. 10), und 
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Abb. 12. Trennwirkung der Saule B fiir Essigsiure, Propionsdure, Azelainsiure und 
Bernsteinsaéure-monomethylester. 

4,14 mg Essigsiure, 2,76 mg Propionsaure, 2,46 mg Azelainséure und 2,58 mg 
Bernsteinséure-monomethylester in 1lccm 1% Butanol-Chloroform. Wieder- 
gefundene Mengen: Propionsaéure + Azelainsiure + Bernsteinsiure-monomethyl- 
ester 100%, Essigsaure 102,5%,. 











zwar nur in jenen sehr seltenen Fallen, bei welchen die beiden Dicarbonsaéuren 
nicht als Endstiicke sondern als Mittelstiicke der ungesattigten Fettsiuren auf- 
treten. 


Die Ozonidspaltung von ungesattigten Fettsiuren 
und die Analyse der Spaltstiicke 


Olsadure. Zur Verwendung kam ein besonders sorgfaltig gereinigtes Produkt. 
Der Methylester aus 250g kauflicher Olsiure wurde bei 0,1—0,15 mm Hg iiber 
einer elektrisch beheizten Fiillkérperkolonne (Héhe 105 cm, Durchmesser 6 cm) 
fraktioniert destilliert, die Fraktionen der C,,-Saiuren (Jodzahl 91—97) vereinigt 
und nach der Verseifung die freie Saure durch Tiefkihlkristallisation nach dem 
Verfahren von Shinowara und Brown” weiter gereinigt, wobei noch kleinere 
Mengen von gesattigten und hodher ungesattigten Sauren abgetrennt wurden. 
Ausb. 28,5 g. Jodz. 90. Die Hydrierung einer Probe ergab reine Stearinsaure 
Schmp. 69,5°. Aquiv.-Gew. C,,H3,0, ber. 284, gef. 283,2. 

1. 7 g Olsiuremethylester in 40 com Methylacetat bei —20° ozonisiert. Nach 
vorsichtigem Abdampfen des Lésungsmittels Riickstand in 20 ccm Eisessig auf- 
genommen, 8 ccm Perhydrol zugegeben und Lésung 48 Stdn. bei 35° stehen ge- 
lassen. Trennung der Spaltstiicke nach Abdampfen des Lésungsmittels durch 
fraktionierte Destillation im Vakuum. Pelargonsiure Sdp., 123—126°. Menge 3,1 g, 
einschlieBlich eines geringen Vorlaufs (84% d. Th.). Azelainsiure-monomethylester 
Sdp.3 155—163° Ausb. 4,2 g (89% d. Th.). 


17 J.B. Brown u. G. Y.Shinowara, J. Amer. chem. Soc. 59, 6 [1937]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 290 13 
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2. 400 mg Olsduremethylester in 20 ccm Eisessig und 5 ccm Methylacetat bei 0° 
ozonisiert. Nach 40-stdg. Stehenlassen bei 35° und kurzem Aufkochen Lésungs- 
mittel abdestilliert, Riickstand in Chloroform gelést und auf 100 ccm aufgefiillt. 
1 ccm davon mit Saule A chromatographiert (Abb. 13). 25 cem davon mit alkoholi- 
scher Lauge neutralisiert, im Vakuum Lisungsmittel entfernt, Riickstand mit 
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Abb. 13. Trennung der Spaltstiicke des Olsaure- 
esters (entspr. 4 mg) mit Saule A. 
Gefundene Mengen: Pelargonsaure + Azelain- 
saure-monomethylester 2,41 ccm n/100-KOH = 
1,78 Mol.*. — Capronsaure 0,10 cem n/100-KOH 
= 0,074 Mol. 
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Abb. 14 Abb. 15 


Abb. 14. Trennung der verseiften Spaltstiicke des Olsiureesters (entsprechend 4 mg) 
mit Saule A. 


Gefundene Mengen: Pelargonsaure 1,17 ccm /100-KOH = 0,87 Mol, Capron- 
saure 0,08 cem n/100-KOH = 0,06 Mol. 
Abb. 15. Trennung der verseiften Spaltstiicke des Olsiureesters (entsprechend 4 mg) 
mit Saule B. 
Gefundene Mengen: Pelargonséure + Capronsiure 1,30cem n/100-KOH 
== 0,96 Mol, Azelainséure 2,56 cem n/100-KOH = 0,95 Mol. 




















ca. n/2-methylalkoholischer Lauge durch 14-stdg. Kochen unter RiickfluB verseift, 
Losungsmittel im Vakuum entfernt, Riickstand in wenig Wasser gelést, mit HCl 
angesauert und freie Saure ausgeathert. Atherriickstand in Chloroform gelést und 
auf 25 ccm aufgefiillt. Je 1 com davon mit Séule A und B chromatographiert (Abb. 
14 u. 15). 

Linolsaure. Zur Untersuchung kamen 2 Linolsiurepraparate, von welchen 
das eine (I) durch Tiefkiihlkristallisation aus Sojaél, das andere (II) dagegen auf 
dem alten Weg iiber das Tetrabromid aus Sesamél dargestellt worden war. In 
beiden Fallen wurde versucht, ein méglichst reines Praparat zu erhalten. 


* Pro Mol Fettsiuremethylester. 
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Abb. 16 Abb. 17 
Abb. 16. Trennung der Spaltstiicke des Linolsaureesters I (entspr. 53,83 mg) durch 
Saule D. 
Gefundene Menge: Malonsaure 12,9 cem n/100-KOH = 0,35 Mol. 
Abb. 17. Trennung der verseiften Spaltprodukte des Linolsaureesters I (entspr. 
26,91 mg) durch Saule A. 


Gefundene Mengen: Pelargonsaure 1,80 ccm n/100-KOH = 0,197 Mol, Capron- 
saure 5,48 ccm n/100-KOH = 0,58 Mol. 
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Abb. 18. Trennung der verseiften 

A 


N ‘Spaltprodukte des Linolsaure- 
1\ esters I (entsprechend 26,91 mg) 
durch Saule B. 

Gefundene Mengen: Pelargon- 
sdure -++ Capronsaiure 7,35 ccm 
n/100-KOH = 0,805 Mol, Propion- 
sdure 1,03 cem n/100-KOH = 0,112 
Mol, Azelainsiure 16,3 ccm n/100- 
KOH = 0,89 Mol. 
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I. 500 g Gesamtfettsauren gaben durch Ausfrieren bei —15 und —25° 160 g 
einer Linolsdurefraktion, deren Methylester wie oben beim Olsaureester fraktioniert 
destilliert wurde. Fraktion der C,,-Saéuren vereinigt und daraus gewonnene freie 
Saure bei Temperaturen von —15° bis —55° aus Acetonlésung fraktioniert kristalli- 


13* 
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siert und auf diese Weise beigemengte Olsiure und Linolensdure abgetrennt’®. 
Daraus Methylester dargestellt. Ausb. 45 g C,)H,,0, Jodzahl ber.: 172; gef.: 159. 

1,346 g des Esters in 30 ccm Eisessig und 5 ccm Methylacetat bei —5° ozoni- 
siert und Lésung mit 15 ccm Eisessig verdiinnt. Nach Zugabe von 10 ccm Perhydrol 
60 Stdn. bei 35° stehen gelassen und nach kurzem Aufkochen das Lésungsmittel 
bei 40° Wasserbadtemperatur iiber einer kleinen, mit Glasspiralen gefiillten Ko- 
lonne vorsichtig im Vakuum abdestilliert. Der in der Kolonnenfiillung und im 
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Abb. 19. Trennung der Spaltprodukte des Linolsaureesters II 
. (entsprechend 51,92 mg) durch Saule D. 
Gefundene Menge: Malonsiure 10,56 ccm n/100-KOH = 0,30 Mol. 
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| Abb. 20. Trennung der verseiften Spalt- 
produkte des Linolsiureesters II (entspr. 
25,96 mg) durch Saule A. 
Gefundene Mengen: Pelargonsaure 0,306 
eem n/100-KOH = 0,035 Mol, Capron- 
siure 7,40 ccm n/100-KOH = 0,84 Mol. 
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Kolben verbliebene Riickstand wurde in Chloroform gelést und auf 25 ccm auf- 
gefiillt. Davon 1 ccm mit Saiule D chromatographiert (Abb. 16). Von dieser Lésung 
5 ccm, wie bei Olsduremethylester beschrieben, verseift. Ausgedtherte Séuren in 
Chloroform gelést und auf 10 ccm aufgefiillt. Davon je 1 com durch Saule A und B 
chromatographiert (Abb. 17 und 18). 

II. Fallung des Tetrabromids aus einer gut gekiihlten Lésung der Gesamtfett- 
siuren in Ligroin mit elementarem Brom. Niederschlag aus Ligroin, dann wiederholt 
aus Eisessig und wieder aus Ligroin (Entfarbung mit Tierkohle) umkristallisiert. 


18 J.B. Brown u. J. Frankel, J. Amer. chem. Soc. 63, 1483 [1941]; J. S. 
Frankel, W.Stoneburner u, J. B. Brown, J. Amer. chem. Soc. 65, 259 [1943]. 
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Schmp. 115°. Entbromung mit Zinkstaub in kochendem Methanol. Nach beendeter 
Reaktion mit methylalkoholischer Schwefelsiure (ohne das Zink abzufiltrieren) 
1 Stde. unter RiickfluB gekocht. Der mit Petrolaither ausgeschiittelte Linolsdure- 
methylester wird schlieBlich im Vakuum destilliert. Sdp.j) 207°. Jodz. gef.: 162. 

1,298 g des Esters wie oben ozonisiert und das Ozonid mit 6 cem Perhydrol 
gespalten. Weiterbehandlung wie bei I. 
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Abb. 21. Trennung der verseiften 
Spaltprodukte des Linolsaure- 
esters II (entspr. 25,96 mg) durch 
Saule B. 

Gefundene Mengen: Pelargon- 
siure + Capronsdure 7,59 ccm 
n/100-KOH = 0,86 Mol, Propion- 
saure 0,60 cem n/100-KOH = 0,068 
Mol, Azelainsaure 16,24 ccm n/100- 
KOH = 0,92 Mol. 

















5 


} | 1% Propi 


2” 20 30 40 50 Frakhion 





Essigsaure ab 68 























Wie aus dem letzten Versuch hervorgeht, sind auch kleine Mengen von 
Propionséure im Spaltgemisch noch einwandfrei festzustellen, obgleich Eisessig 
als Lésungsmittel zur Verwendung kommt. Um etwaige Verluste von Propionsaure 
bei dem Verfahren festzustellen, wurden zu 50 ccm Eisessig 83,5 mg Propionsdure 
zugegeben und unter denselben Bedingungen wie oben der Eisessig bei einer Wasser- 
badtemperatur unter 40° unter Verwendung einer kleinen, mit kleinen Glas- 
spiralen gefiillten Kolonne im Vakuum vorsichtig abdestilliert. Kolonneninhalt- 
und Kolbenriickstand in Chloroform gelést, auf 25 ccm aufgefiillt und 1 ccm davon 
chromatographiert. Wiedergefundene Menge Propionsdure 3,79 ccm n/100-KOH, 
entspr. 2,80 mg oder 84% der eingebrachten Menge. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die bereit- 
gestellten Mittel, ebenso dem ,,.Fonds der Chemie‘ fiir die Gewahrung einer 
Ausbildungsbeihilfe an den einen von uns (W. B.). 


Zusammenfassung 


Es wird ein Verfahren zur oxydativen Ozonidspaltung von unge- 
sdttigten Verbindungen beschrieben, bei welchem die :CH-CH,-CH: 
Gruppierung in Form von Malonsaure gefaBt werden kann. 
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Die hier erstmals durchgefiihrte Ozonidspaltung von A?*:’-Di- 
hydromuconséure und 1.4-Dihydrobenzol lieferte nach diesem Ver- 
fahren Malonsiure in einer Ausbeute von 80 bzw. 50% der Theorie. 

Es wurde eine chromatographische Methode zur qualitativen und 
quantitativen Bestimmung der Zusammensetzung des beim oxydativen 
Ozonidabbau der ungesiattigten Fettsiuren bzw. deren Methylester 
auftretenden Saéuregemisches (niedere Fettsiuren, Dicarbonsiiuren und 
deren Halbester) ausgearbeitet. Die Methode eignet sich vor allem auch 
zur Konstitutionsaufklarung der natiirlichen Polyensiuren, bei welchen 
Mittelstiicke und Endstiicke erfaBt werden. 

Die Brauchbarkeit der Methode wurde am Beispiel der Olsiure und 
Linolsdure gepriift. 


Uber den Einflu8 des Ammoniumions auf den Kohlenhydrathaushalt 
des Organismus 


(IV. Mitt. iiber die Glykogenbildung aus (,-Dicarbonsiuren) 


Von 
W. Sarreither und I. Réckel 


Aus der Chem. Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit Heidelberg, 
Leiter: Prof. Dr. med. Dr.-Ing. W. Kutscher 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mirz 1952) 


Wie Kutscher und Mitarbeiter! bei ihren Untersuchungen iiber die 
Glykogenbildung aus C,-Dicarbonsauren mitteilten, wird die glykogen- 
bildende Wirkung der Bernsteinséure durch Verwendung ihres Am- 
moniumsalzes erheblich verstarkt. Auch andere Saéuren wie die Milch- 
sdure bilden erheblich mehr Glykogen, wenn sie als Ammoniumsalz ver- 
fiittert werden, als als Natriumsalz?. Zweck dieser Arbeit war, den Anteil 
des Ammoniumions an diesem Effekt niher zu umreiBen und, wenn 
méglich, von der Bernsteinséurewirkung abzutrennen. 

Die altere Literatur weist zwei Befunde iiber Glykogenbildung nach Ver- 
fiitterung von Ammoniumsalzen auf. R6hmann® behauptete schon 1886, daB das 
Leberglykogen bei Kaninchen nach Fiitterung mit organischen Ammoniumsalzen 
und Ammoniumcarbonat zunehme; Nebelthau‘ hat jedoch 1891 die methodische 
Fragwiirdigkeit der Leberglykogenausgangswerte bei den Réhmannschen Ver- 
suchen hervorgehoben, da hier nach einer Standard-Diat gefiittert wurde, die nur 
sehr bedingt vergleichbare Werte liefert. An Hiihnern, die mehrere Tage gehungert 
hatten, konnte aber auch Nebelthau nach Verfiitterung von organischen Am- 


1 W. Kutscheru. Fr. Krabbenhéft, diese Z. 282, 54 [1945]; 285, 77 [1950]; 
Naturwiss. 1948, Heft 16/18. 

2 W. Kutscher u. M. Schippers, diese Z. 286, 59 [1950]. 

3 Réhmann, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 39, 21 [1886]. 

4 Nebelthau, Z. Biol. 28, 138 [1891]. 
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moniumsalzen eine deutliche Leberglykogenzunahme zeigen, vor allem aber auch 
eine deutliche Uberlegenheit von citronensaurem Ammoniak gegeniiber dem 
citronensauren Natrium hinsichtlich der Glykogenbildung nachweisen. Doch 
blieben diese Befunde fernerhin unbeachtet. 


Kutscher und Mitarbeiter! haben bereits auf die methodischen 
Schwierigkeiten bei Stoffwechselversuchen mit Ammoniumsalzen hin- 
gewiesen: es gelang namlich nicht, die gleiche Menge Ammoniumion, die 
als bernsteinsaures Ammonium glatt vertragen wurde, als Chlorid oder 
in Kombination mit Glucose zu geben, ohne daB die Tiere in kurzer Zeit 
eingingen. Wir muBten also zuerst diejenige Dosis an Ammoniumchlorid 
z. B. herausfinden, die unsere Tiere (Meerschweinchen) vertrugen und 
die aber auch groB genug war, um noch einen Effekt auf die Leber- 
glykogenbildung zu zeigen. Als wir dabei zwecks méglichst exakter 
Dosierung von der Schlundsondenfiitterung zur subcutanen Applikation 
libergingen, zeigten sich betrachtliche Unterschiede in der Vertraglichkeit 
der Ammoniumionen gegeniiber der oralen Zufuhr. Wir beschreiben diese 
Erfahrungen in einer gesonderten Arbeit®. Bei subcutaner Injektion er- 
wies sich uns eine Dosierung von 4-mal je 20 mg NH,-Ion, im Abstand 
von 30 Min. gegeben, als vertraglich und wirksam; diese Dosierung gilt 
fiir ein Meerschweinchen von 500g Gewicht. Kleinere Tiere erhielten 
entsprechend weniger, gréBere mehr. Bei allen in dieser Arbeit be- 
schriebenen Versuchen. erhielten die Tiere die zu untersuchenden Stoffe 
subcutan im Gegensatz zu den friiheren Arbeiten von Kutscher! iiber 
die Glykogenbildung aus C,-Dicarbonsiuren, die ausschlieBlich Fiit- 
terungsversuche darstellen. 

Die Glykogenbestimmung erfolgte nach der von uns modifizierten 
polarimetrischen Methode nach Staudinger. Grenzen dieser Methode 
und eine genaue Arbeitsvorschrift haben wir beschrieben®. 

Methodik: Meerschweinchen von einem mittleren Gewicht zwischen 200 und 
400 g hungerten von friih um 8) bis zum nachsten Tage um 8); dann erhielten sie 
0,5 g Glucose in 10-proz. Lésung subcutan unter die Riickenhaut. Wurden Am- 
moniumsalze gegeben, erhielten die Tiere gleichzeitig die erste Dosis von 20 mg 
NH,-Ion als Chlorid bzw. Bicarbonat, die zweite, dritte und vierte Injektion in 
der gleichen Hohe bekamen sie dann um 8.304, 9 und 9.30h, (Alle Zahlen beziehen 
sich auf 500 g Tiergewicht!) Um 14h wurden die Tiere durch Nackenschlag getétet, 
die Lebern entnommen und sofort ihr Glykogengehalt bestimmt (Doppel- 
bestimmung). 

Die Versuchsergebnisse zeigt die folgende Ubersichtstabelle; als 
Ausgangswerte legten wir die von Kutscher! gefundenen Leber- 
glykogen-Hungerwerte zugrunde, die einen Mittelwert von 117 mg% er- 
gaben. Da diese Werte jedoch mit der Pfliigerschen Methode in der 
Modifikation von Sjogren (vgl. Kutscher und HasenfuB’) ermittelt 
waren, haben wir bei einigen Hungertieren das Glykogen mit der polari- 
metrischen Methode nach Staudinger bestimmt und dabei einen Mittel- 
wert von 111 mg% gefunden. 

5 W. Sarreither u. I. Réckel, diese Z., im Druck. 


6 W. Sarreither u. I. Réckel, diese Z., 289, 284 [1952]. 
7 W. Kutscher u. Hasenfuss, diese Z. 265, 181 [1940]. 
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Ubersichtstabelle 


Zahl Zugefiihrter Leberglykogen in mg% 
der Tiere Stoff Mittelwert 








5 — (Hunger) .... 111 
12 Glucose 627 
“| Glucose — NH,Cl. . 1581 
6 Glucose — NH,HCO, 1391 
8 509 








Einzelwerte, alle mg% Leberglykogen 


105, 76, 152, 107, 115 

372, 880, 460, 239, 1030, 440, 1730, 618, 602, 315, 382, 460 
1720, 1900, 1110, 1260, 1350, 2270, 1460 

1080, 770, 294, 1430, 2260, 2510 

410, 710, 410, 1400, 95, 183, 590, 270 





Die Tabelle zeigt deutlich, daB das Ammoniumion die Glykogen- 
bildung in der Leber fordert. Schon die alleinige Gabe von Ammonium- 
chlorid bewirkt einen Anstieg des Leberglykogens, der den nach Glucose- 
gaben fast erreicht. Gibt man aber zu dem Ammoniumsalz noch Glucose, 
so zeigt sich, daB diese in Gegenwart von Ammoniumionen viel besser 
zur Leberglykogenbildung ausgenutzt wird als Glucose allein. 

Die Rechnung ergibt, daB 24% der Glucose sich als Glykogen 
wiederfinden; gibt man jedoch gleichzeitig NH,-Salze zu, so steigt die 
Ausnutzung der Glucose auf 48° an. Es erfolgen also unter der Ein- 
wirkung des Ammoniumions zweifellos Stoffwechselsteuerungen, die 
eine verstarkte Assimilation bewirken. 

Diese Vorginge sind nicht nur an Meerschweinchen, sondern auch 
an anderen Tieren reproduzierbar, wie die folgende Tabelle tiber unsere 
Versuche an Ratten zeigt, die ebenso wie die Meerschweinchen 24 Stdn. 
gehungert hatten und dann entweder nur Glucose oder Glucose +NH,Cl 
erhielten. Versuchsbedingungen sind dieselben wie bei den Meer- 
schweinchenversuchen, nur daB wir unsere Erfahrungen iiber die Stoff- 
wechselrhythmik bei Ratten® beriicksichtigten, d.h. die Hungerzeit 
nicht friih um 8" beginnen lieBen, sondern abends um 19" und erst um 
1" der darauffolgenden Nacht injizierten. 


Tabelle 
Ratten 


Zahl Zugefiihrter Leberglykogen in mg% 
der Tiere Mittelwert 








4 | 739 


4 Glucose — NH,Cl. . 1100 


Auch bei den Ratten bewirkt also das Ammoniumion eine deutliche 
Verstarkung der Leberglykogenbildung nach Glucosegaben. 


8 W. Sarreither u. I. Réckel, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 252, 620 [1950]. 
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Wir nehmen also an, daB das Ammoniumion die Glykogenbildung 
in der Leber beim Warmbliiter ganz allgemein fordert. Dem Mechanis- 
mus, der diesem Effekt zugrunde liegt, suchten wir durch Untersuchung 
des Blutzuckers unter den gleichen Bedingungen naherzukommen. 
Allerdings waren zur Aufnahme von Blutzuckerkurven kleine Tiere wie 
Meerschweinchen und Ratten nicht geeignet, da die erforderliche Blut- 
menge sich bei diesen Tieren nicht 10 bis 12-mal hintereinander ent- 
nehmen Jat, ganz abgesehen davon, daB die Wirkung eines Aderlasses 
von 2,5 ccm die Versuchsbedingungen uniibersehbar beeinflussen kann. 
Wir verwendeten daher fiir die Blutzuckerkurven Kaninchen und 
Hunde, bei denen eine laufende Blutentnahme technisch einfacher zu 
bewerkstelligen ist, und die entnommene Blutmenge keine merkliche 
Belastung bedeutet. 

Die folgenden Abbildungen zeigen den Blutzuckerverlauf* nach 
Belastung mit NH,Cl beim Kaninchen, mit Glucose, Glucose + Am- 





mg% 
300 |- 


Abb. 1. Blutzuckerkurven von 
zwei Kaninchen: bei f je 20 mg 
NH,-Ion/500 g Tier als Chlorid 


subcutan. 











1 


ry 1 
70” 77h gh = 4394 





moniumsalzen und bernsteinsaurem Ammonium beim Hund. Mit der 
letzten Fragestellung kehren wir zum Ausgangspunkt unserer Unter- 
suchungen zuriick, die seit Jahren in unserem Institut durchgetihrt 
werden und die Stoffwechselwirkungen der C,-Dicarbonséuren be- 
treffen!» 2. 

In Abb. 1 sieht man einen deutlichen Blutzuckeranstieg nach 
4-mal 20mg NH,-Ion als Chlorid/500g Tiergewicht. Abb. 2 zeigt die 
Ergebnisse unserer Versuche an 2 Hunden, die wir den gleichen Be- 
dingungen wie die Meerschweinchen bei den Glykogenversuchen unter- 
zogen haben. Kaninchen und Hunde hatten vor Versuchsbeginn 24 Stdn. 
gehungert und erhielten dann die Testsubstanzen nach Abnahme einer 
Blutprobe zum Niichternblutzucker subcutan injiziert. Der Blutzucker 
wurde alle 30 Min. im Venenblut, das mit der Spritze entnommen wurde, 
bestimmt. Gleichzeitig wurde der Blutketonspiegel ermittelt; doch 
werden wir dariiber gesondert berichten. — Zum Vergleich haben wir 


* Bestimmung nach Hagedorn-Jensen. 
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auch die normalen physiologischen Blutzuckerschwankungen beim ein- 
fachen Weiterhungern der Tiere fiir jedes einzelne Tier festgestellt und in 
den beiden Hundekurven dargestellt. 

Bei Belastung mit Glucose zeigt jedes Tier eine individuelle Blut- 
zuckerkurve, einen Anstieg zu einem Héchstwert, dem nach Einsetzen 
der Gegenregulation nach verschiedenen Zeiten eine hypoglykamische 
Phase folgt. Diese ist bei unseren beiden Tieren nicht sehr ausgepraigt 
und der Niichternwert wird erst nach 5 Stdn. erreicht. 





160 


740 
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Abb. 2. Blutzuckerkurven von zwei Hunden: bei + je 20mg NH,-Ion/500 g 

Tiergewicht als Chlorid bzw. Succinat. Glucose 0,5 g/500 g auf einmal bei der 

ersten Injektion. 1 ( ): NH,Cl, 2 (——-—-—): Ammoniumsuccinat, 

3 (—-—-—): Glucose + NH,Cl, 4 (...... ): Glucose, 5 (————) normale 
Blutzuckerkurve. 


Diese Abflachung der Kurve 4 mag mit der langsamen Resorption 
aus dem subcutanen Depot zusammenhingen. Gibt man nun gleich- 
zeitig mit der Glucose Ammoniumchlorid (Kurve 3), so bemerkt man bei 
beiden Tieren ein rascheres Einsetzen des Blutzuckerabfalles, ein aus- 
gepragteres Spiel der Regulation. Der gesteigerten Leberglykogen- 
zunahme entspricht also der steilere Abfall der Blutzuckerkurve, d. h. 
das raschere Verschwinden von Zucker aus dem Blut. Quantitativ aller- 
dings scheint der Glykogeneffekt ausgepragter zu sein als die Anderung 
der Blutzuckerkurve; denn die von Kurve 3 bedeckte Flache ist sicher 
groBer als die Halfte der von Kurve 4 bedeckten, wihrend ja der Leber- 
glykogenwert bzw. die Glucoseausnutzung zur Glykogenbildung sich 
verdoppelt (siehe oben!). Doch war eine solche Parallelitaét auch nicht 
zu erwarten, da bei dem Spiel und Gegenspiel der Regulationen, die 
bei einem solchen Vorgang einsetzen, sicher auch aus anderen Ko6rper- 
stellen zusitzlich Kohlenhydrat mobilisiert werden kann, das den Ver- 
lauf der Blutzuckerkurve beeinfluBt. 

Die Kurve nach der alleinigen Gabe von Ammoniumchlorid zeigt 
schon nach der ersten Teilgabe von 20 mg NH,-Ion/500g Tier einen 
deutlichen Blutzuckeranstieg, der fast dem nach Glucosegabe ent- 





Bd. 290 (1952) Einflu8 des Ammoniumions auf den Kohlenhydrathaushalt 203 


spricht. Der Abfall setzt jedoch rascher und steiler ein, und auf den 
Abfall folgt ein sehr rascher nochmaliger Wiederanstieg, der allerdings 
auch auf die folgenden Teilgaben zuriickgefiihrt werden kann. Das Bild, 
das bei der Kombination von Glucose mit Ammonchlorid schon ange- 
deutet war, wird nun ganz deutlich: das Spiel der Regulationen setzt 
rascher ein, wird ausgepragter, die Ausschlige werden grofer. 

Umso auffallender war der Effekt, den das bernsteinsaure Ammo- 
nium (Kurve 2) auf den Blutzucker hatte. Wir hatten hier die gleiche 
Menge Ammoniumion als Succinat wie vorher als Chlorid in der gleichen 
Applikationsart gegeben und doch blieb der Blutzuckeranstieg 
vollig aus; bei einem Tier zeigte sich sogar eine deutliche Schwankung 
nach unten. 

Da die glykogenbildende Wirkung des bernsteinsauren Ammoniums 
(vgl. Kutscher!) ebenso feststeht wie die blutzuckererhGhende des 





120 
Abb. 3. Mensch: Blutzucker nach 
oralen Gaben von NH,-Salzen. 100 
1 ( ): Bicarbonat, 2 (— ——): Succi- . 
nat, 3 (—-—-—): Chlorid, 4 (...... ): 8 
normal. 








605 





Ammoniumions, kénnen wir zur Deutung dieses Effekts annehmen, 
daB der durch das NH,-Ion, woher auch immer, mobilisierte Zucker 
unter der Einwirkung der Bernsteinséiure so rasch in Glykogen ver- 
wandelt wird, daB keine BlutzuckererhGhung meBbar wird. Auf die 
Parallelitat dieses Effekts zur Insulinwirkung méchten wir, wenn auch 
mit allem Vorbehalt, hinweisen; die Frage bedarf weiterer Klarung. 

Es taucht die Frage auf, ob die Ammoniumwirkung nicht einfach 
eine Folge der Acidose ist. Doch wurde dies schon von Whelan® 
verneint, der schon 1927 die Blutzuckersteigerung nach NH,-Salzen 
feststellte ebenso wie auch andere Autoren!®. Whelan beobachtete, 
da8 Ammoniumacetat auch in Dosen, die die Alkalireserve nicht beein- 
flussen, den Blutzucker steigert. Es handelt sich also wie bei der Steige- 
rung des Leberglykogens um einen spezifischen Effekt des Am- 
moniumions. 

Abb. 3 zeigt einen gleichgerichteten Versuch am Menschen nach 
oralen Gaben von bernsteinsaurem Ammonium bzw. NH,Cl bzw. 
NH,HCO,. Die Dosis betrug 3-mal im Abstand von 1% Stde. je 5 g bern- 
steinsaures Ammonium, im ganzen also 15g BS-NH,, entspr. 3,65 g 
NH,-Ion. Rechnet man auf kg Korpergewicht um, so kommt man auf 


® Whelan, Amer. J. Physiol. 81, 513 [1927]. 

10 Zit. nach Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol.: Ohara, 66, 528; 74, 692; 
Goebel, 116, 671; Sotaki, 40, 103. — Horrath, J. biol. Chemistry 70, 289 
{1926}. 
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etwa 50mg NH,-Ion/kg. Diese Menge wurde als bernsteinsaures NH, 
gut vertragen, wahrend bei den Versuchen mit NH,Cl und NH, 
die Versuchsperson iiber Ubelkeit und Brechreiz klagte, im Falle des 
Ammoniumbicarbonats muBte der Versuch wegen heftigen Erbrechens 
abzebrochen werden, ehe die dritte Portion eingenommen war. — Die 
am Menschen gewonnenen Kurven zeigen grundsatzlich dasselbe Bild 
wie die Hundekurven. Auch hier bleibt nach bernsteinsaurem Ammonium 
die erwartete Blutzuckersteigerung aus; die Kurve zeigt dagegen eine 
Schwankung nach unten, eine sehr rasch einsetzende hypoglykiémische 
Phase. 

Die vorliegende Untersuchung wurde mit Mitteln der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft durchgefiihrt, wofiir wir auch an dieser Stelle unsern 
Dank aussprechen. 


Zusammenfassung 


Ausgehend von dem starken Einflu8 des bernsteinsauren Ammoni- 
ums auf die Glykogenbildung in der Leber, wird der Einflu8B des NH,- 
Ions allein und in Verbindung mit Glucose auf das Leberglykogen und die 
Einwirkung verschiedener Ammoniumsalze nach subcutaner Injektion 
auf den Blutzuckerverlauf untersucht und folgendes festgestellt: 

1. Ammoniumchlorid fiihrt zur Glykogenbildung. 

2. Bei gleichzeitiger Gabe von Ammonchlorid und Glucose wird 
diese etwa doppelt so stark zur Glykogenbildung ausgenutzt wie allein. 

3. Ammoniumchlorid und -bicarbonat bewirken eine kurzdauernde 
Blutzuckererhéhung. 

4. Nach bernsteinsaurem Ammonium dagegen bleibt die Blut- 
zuckererhéhung aus, es ist eine deutliche Tendenz zu einer hypoglykimi- 
schen Schwankung zu beobachten. 

Von der Wirkung des bernsteinsauren Ammoniums laBt sich ein 
eigener Effekt des NH,-Ions abtrennen, der sowohl Blutzucker wie 
Leberglykogen betrifft. Man kénnte annehmen, dai unter dem EinfluB 
des NH,-Ions Kohlenhydrat mobilisiert wird; dann vollzieht sich unter 
der katalytischen Wirkung der C,-Dicarbonsiéuren ein stoffwechsel- 
physiologischer RegulationsprozeB, der im Endeffekt zu einer Ver- 
mehrung des Leberglykogens fiihrt. An dem Gesamtvorgang ist das 
Nervensystem beteiligt, denn Whelan® und Ohara!® haben gezeigt, 
da8 die Blutzuckervermehrung durch NH,-Salze nach Splanchnikotomie 
ausbleibt. Die Arbeit wird fortgesetzt. 
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Muskelglykogen und C,-Dicarbonsauren 
(V. Mitt. iiber die Glykogenbildung aus (,-Dicarbonsiuren) 
Von 
W. Sarreither und W. Gebhard 


Aus der Chem. Abt. des Physiologischen Instituts der Universitat Heidelberg, 
Leiter: Prof. Dr. med. Dr. ing. W. Kutscher 










(Der Schriftleitung zugegangen am 8, Marz 1952) 





Die auffallende Tatsache, daB von allen Dicarbonsauren nur die mit 
4 C-Atomen Glykogen bilden, hatten schon Ponsford und Maclean!}, 
sowie St6hr? und Majer und Reisner® gefunden, doch wurde die 
Frage systematisch erst von Kutscher und Mitarbeitern* untersucht, 
die auch die bedeutende Vervielfachung des Effektes durch Verwendung 
des Kalium- und noch mehr des Ammoniumsalzes der Bernsteinsiure 
bzw. Fumarsaure entdeckten. In der IV. Mitteilung® haben wir versucht, 
den Ammoniumeffekt von der Bernsteinsiurewirkung abzutrennen und 
nicht nur das Leberglykogen, sondern auch den EinfluB auf den Blut- 
zucker untersucht. In der vorliegenden Arbeit stellten wir uns die Frage, 
wie die Glykogenwerte im Muskel durch Verfiitterung von C,-Dicarbon- 
sauren beeinfluBt werden. Wir verwendeten dabei wieder das Ammo- 
niumsalz, da dies auf das Leberglykogen den groBten Effekt gezeigt hatte. 

Meerschweinchen erhielten nach 24-stdg. Hungern eine einmalige Gabe von 
0,5 g Fumarsaure als Ammoniumsalz/500 g Tiergewicht mit der Schlundsonde ver- 
abreicht und wurden nach 6 Stdn. getétet; Leber und Muskulatur der Tiere wurden 
sofort entnommen und in Doppelbestimmungen der Glykogengehalt polarimetrisch 
nach Staudinger in der von uns ausgearbeiteten Modifikation bestimmt®. 

Die erste Frage war, ob sich bei 24-stdg. Hungern in der Skelett- 
muskulatur iiberhaupt ein vergleichbarer Ausgangswert fiir den Gly- 
kogengehalt finden 1éBt; dies war nicht von vornherein anzunehmen. 
Doch zeigt Tab. 1, daB unter diesen Bedingungen bei Verwendung eines 
gleichmaBigen Tiermaterials sich sehr wohl ein brauchbarer Ausgangs- 
wert aufstellen laBt; die meisten Werte liegen nahe um den Mittelwert, 
nur die letzten 5 Werte (= 25% der Gesamtwerte) weichen starker ab. 




























Tab. 1. Muskelglykogen in mg% nach 24-stdg. Hungern beim Meerschweinchen. 



















Zahl der Tiere | Einzelwerte Mittelwert 
452, 425, 416, 637, 562, 567, 568, 400, 
20 387, 393, 403, 556, 447, 544, 432, 302, 460 mg®, 
260, 245, 229, 967 






1 Ponsford u. Maclean, Biochem. J. 26, 1340 [1932]. 

2 R. Stohr, diese Z. 217, 153 [1933]. 

3 Majer u. Reisner, Biochem. Z. 263, 340 [1933]. 

4 W. Kutscheru. Fr. Krabbenhéft, diese Z.282, 54 [1945]; 285, 77 [1950]; 
W. Kutscher u. M. Schippers, diese Z. 286, 59 [1950]. 

5 W. Sarreither u. [. Réckel, diese Z., 290, 198 [1952]. 
6 W. Sarreither u. I. Réckel, diese Z., 289, 284 [1952]. 
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In Tab. 2 haben wir Tiergewichte sowie Glykogengehalt der Leber und 
Muskulatur von Meerschweinchen gegeniibergestellt, die in der angegebenen Weise 
fumarsaures Ammonium erhalten hatten. — Tab. 3 bringt nur die Mittelwerte fiir 
den Glykogengehalt von Leber und Muskulatur nach 24-stdg. Hungern und nach 
Gabe von fumarsaurem NH,. 

Tab. 2. Tiergewicht in g, Glykogenwerte in mg% 
nach Fiitterung mit 0,5 g/500 g Tier fumarsaurem Ammonium. 


Tiergewicht: 210, 200, 220, 270, 240, 250, 265, Mittelwerte: 
240, 280, 240, 230, 200, 350, 310, 
300, 350, 345, 310... .. 268 g 


Leberglykogen : 300, 715, 790, 850, 795, 

240, 830, 775, 675, 349, 1095, 
962, 891, 3) AC 
Muskelglykogen: 89, 59, 184, 237, 202, 89, 
156, 67, 87, 245, 56, 184, 280, 
157, 277, 228, Es 4 5 3 173 mg% 
(Die untereinanderstehenden Werte der drei Reihen entsprechen sich, so daB von 
jedem einzelnen Tier Gewicht, Leberglykogen und Muskelglykogen ersichtlich sind.) 


Tab. 3. Mittelwerte. 








618 mg% 














mg% Glykogen 
Mittelwert 





Leberglykogen: Hunger (vgl. Kutscher*) ..... . 117 
nach 0,5 g FS-NH,/500g Tier . . . . 618 


Muskelglykogen: Hunger (vgl.Tab.1) ........ 460 
nach 0,5 g FS-NH,/500g Tier... . 173 








Die Tabellen zeigen deutlich, daB unter der Einwirkung von Am- 
moniumsalzen der C,-Dicarbonséuren mit der Erhéhung des Leber- 
glykogens ein Abfall des Muskelglykogens einhergeht. Dabei liegen die 
meisten Einzelwerte fiir Muskelglykogen (vgl. Tab. 2) soweit unter den 
als Hungerwerten fiir Muskelglykogen gemessenen Werten (Tab. 1), daB 
an der Realitaét dieses Befundes kein Zweifel sein kann. Beim Vergleich 
der Einzelwerte ist zu beachten, daB die letzten 8 Werte mit etwas 
schwereren Tieren ausgefiihrt wurden. 

BilanzmaBig gesehen handelt es sich also um eine Verschiebung von 
Kohlenhydrat aus der Muskulatur in die Leber. Ob es sich dabei um eine 
einfache Verschiebung (d. h. Muskelglykogen — Abbau zu Glucose — 
Blutzuckererh6hung — Speicherung als Leberglykogen) handelt, oder ob 
ein stoffwechselphysiologischer Umweg dazwischen geschaltet ist, muB 
vorerst offen bleiben. Die oxydationskatalytische Wirkung der C,- 
Dicarbonsauren (vgl. Breusch’) und ihr EinfluB auf den Milchsaure- 
spiegel® machen die zweite Deutung wahrscheinlicher. Doch soll die end- 
gultige Deutung einer spiteren Zusammenfassung vorbehalten bleiben. 


Die vorliegende Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt, wofiir wir auch an dieser Stelle danken.., 


§ Leferenz, Biochem. Z. 319, 184 [1948]. 
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Zur Natur der Azorubinbindung an Serumalbumin 
Von 
Ekkehard Kallee* 
Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Tiibingen (Direktor: Prof. Dr. H. Bennhold) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. April 1952) 


Die Serumproteine dienen nach Bennhold? als ,,Vehikel“ fiir zahlreiche mit 
dem Blute zirkulierenden, echt oder kolloidal gelisten Stoffe. Diese ,,Transport- 
giiter‘‘ werden auf dem Weg des Blutstroms durch die Kapillaren an den ,,Be- 
stimmungsorten“’ (Organen) ahnlich ,,wie in einer Chromatographiesaule“ ,,ab- 
gehangt‘’‘ (Bennhold). Es handelt sich aiso um ein Verteilungssystem, in welchem 
die Kapillarwand als stationire und das Plasma als bewegte Phase entsprechend 
den verschiedenen Verteilungskoeffizienten Stoffe austauschen kénnen. Unter- 
suchungen vieler Autoren?»*»4 ergaben, da8 zwischen Albuminen und zahlreichen 
Ionen Bindungsgleichgewichte bestehen, welche dem Massenwirkungsgesetz ge- 
horchen. 

Bei Studien an Dialyse-Gleichgewichten war festgestellt worden, daB sich 
manche sauren Farbstoffe aus ihrer EiweiBbindung verdringen lieBen?»*, z. B. 
durch Alkylsulfonsiuren oder Sulfonamide. Andere Untersuchungen befaBten sich 
mit der konkurrierenden Adsorption zwischen Proteinen und Cellulose-, Cellophan-5 
und Hautfaserscheiben®.”* um Farbstoffe. 

Die Methode von Westphal et al.® erméglicht die Bestimmung von reversibel 
an Eiwei8 gebundenen Farbstoffanionen wie Azorubin S (= Az) (Na-Salz der 
1-Oxy-[2.1’-azo-naphthalin ]-disulfonsaure-(4.4’) ). Das freie Az wird hierbei in einer 
Chromatographiesiule an anionotropes Al,O, gebunden, wahrend der an das 
Albumin gebundene Farbstoff im Filtrat erscheint. Die Entfernung des EiweiB- 
Farbstoff-Komplexes aus der Siule erfolgt so schnell, da8 wahrend des Versuches 
nur geringe Mengen Az abdissoziieren. 

Mit der Chromatographiemethode glaubten Westphal und 
Gedigk"® fiir die Klassifizierung pathologischer Seren ausreichende 
Unterschiede gefunden zu haben. Diese Untersuchungen sind jedoch 
wegen Anwendung der Howeschen Albuminbestimmung und wegen 
Nichtbeachtung des Faktors der Albuminkonzentration sehr anfechtbar**. 


* Die Deutsche Forschungsgemeinschaft férderte diese Arbeit durch 
eine Sachbeihilfe. 

1H. Bennhold, Dtsch. Med. Wschr. 76, 1485 [1951]. 

2 Literaturiibersicht bei I. H. Klotz, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. 
Biol. 14, 97 [1950]. 

3 F. Karush, J. Amer. chem. Soc. 72, 2714 [1950]. 

4 J. M. Luck, Discuss. Faraday Soc. 6, 44 [1949]. 

5 T. H. Allen u. P. D. Orahovats, Amer. J. Physiol. 161, 473 [1950]. 

6 Ch. Wunderly, Arztl. Forschg. 4, 29 [1950]. 

7 Derselbe, Naturwiss. 19, 454 [1950]. 

8 Derselbe u. F. Wuhrmann, Schweiz. Med. Wschr. 81, 1102 [1951]. 

* U. Westphal, P. Gedigk u. F. Meyer, diese Z. 285, 36 [1950]. 

10 U. Westphal u. P. Gedigk, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 76, 838 [1951]. 

** Die Publikation dieser letzten in der Medizinischen Klinik Tiibingen durch- 
gefiihrten Arbeit von Westphal und Gedigk?® erfolgte von Amerika aus, obgleich 
die durch meine Mitarbeiter Ott und Kallee?! inzwischen erhobenen wesentlichen 
Einwande gegen Methodik und Ergebnisse den Herren Westphal und Gedigk. 
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Es zeigte sich nimlich, daB in verschiedenen Seren lediglich eine un- 
spezifische Abhangigkeit der Az-Bindefihigkeit von der Albumin- 
konzentration besteht!'. Ferner beeinflussen neben dem Salzgehalt auch 
noch andere Faktoren (z. B. Bilirubin) die Ergebnisse!®. 

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, im chromatographischen 
Modellversuch ein Bindungsgleichgewicht zwischen Protein und Farb- 
stoff nachzuweisen. Zugleich sollte die Tatsache, daB der Testfarbstoff Az 
in der Versuchsanordnung durch andere organische Anionen verdrangt 
werden kann”, weiter verfolgt werden. Die Bedeutung solcher Grund- 
lagen fiir mittelbare Riickschliisse auf Austauschvorginge im Organismus 
wurde inzwischen auch von Wunderly und Wuhrmann® diskutiert. 


Diskussion der Versuchsergebnisse 
I. Azorubinbindung 


Setzt man einem Serum steigende Mengen Az zu, liBt das Gemisch 
iiber eine Chromatographieséule von anionotropem Al,O, laufen und 
bestimmt in den Filtraten die Menge gebundenen Farbstoffs, so wird 
das freie Az in einer ringformigen Zone an das Al,O, adsorbiert. Die 
Menge des an das Eiwei& gebundenen Farbstoffs ag folgt im Prinzip 
der Langmuir-Adsorptionsisotherme und haingt demnach von der 
Albuminkonzentration H und der Konzentration ao des zugesetzten 
Az ab: 
ae nF (ao—4g) | , (1) 
"ky + (ao — ag) 

k, entspricht der Dissoziationskonstante der Farbstoff-EiweiBverbindung, n der 
molaren Bindungskapazitaét des Albumins. 

Wird ao groB gegen k,, so wird agmax = n- HL; mit diesem Sattigungswert kann 
n berechnet werden. 

Die experimentellen Werte stimmen bei héheren Albuminkonzentrationen 
gut mit den berechneten iiberein. Die bei niedrigeren Albuminkonzentrationen 
ermittelten k,-Werte sind unsicher; sie hangen tiberdies von der Aktivitaét des be- 


nutzten Al,O, ab. Bei geringeren Az-Konzentrationen ergeben sich Abweichungen, 
weil bei niedrigem ao die Menge abdissoziierenden Farbstoffs deutlich ins Gewicht 


fallt. 


a 


In den Filtraten tritt ein innerhalb einer Versuchsreihe gleichmaBiger EiweiB- 
verlust auf ® 4, der nicht abhangig ist von der zugesetzten Az-Menge. Der N-Gehalt 
des Filtrat-Az ist selbst bei sehr hohen Az-Konzentrationen (bis 100 mg%) gegen- 
iiber der EiweiBkonzentration so gering, daB er in den Fehler der Kjeldah1-Methode 
eingeht. Wahrend der Adsorption findet keine Verschiebung in der Konzen- 
tration der elektrophoretischen Serumfraktionen statt®!". Die Al,O,-Saule wird 
durch Serum nicht nennenswert inaktiviert. 

brieflich und im Manuskript am 10. 2. 51 (14% Monate vor Absendung ihres Manu- 
skripts) mitgeteilt worden waren. Trotz ausdriicklicher Verwahrung wurde die 
Medizinische Klinik Tiibingen in der Uberschrift der amerikanischen Arbeit ange- 
fiihrt; dadurch erklaren sich scheinbare Diskrepanzen in Publikationen der gleichen 
Arbeitsstatte. H. Bennhold. 

1. H. Bennhold, H. Ott u. E. Kallee, diese Z. 287, 185 [1951]. 

2H. Ott u. E. Kallee, Kolloid.-Z. 127, 40 [1952]. 
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Tab. 1. Daten der verwendeten Seren. 






































Gesamt- Albumin-| n-H 
EiweiB gehalt | (MolAz 
9 Name| Diagnose | vor nach* | nach* | /MolAl-| &k, — 
Ads, Ads. | Ads. | bumin _ 
(8%) (%) | (&%) | (#=1) 
a Humanalbumin 3,0 1,5 1,5 2,5 5,3 
(Behring-Werke) 
II. | May. | Moribundes 6,9 5,8 2,7 2,5 0,8 
Coma uré- bei 1,5g 
micum ALO 

III. | Un. | Hypertonie 6,1 4,8 2,3 3,5 1,0 ane 

IV. | Br. | Apoplexie 7,0 6,0 3,1 4,8 0,5; 

(Hypertonie) 

V. | Ki. | normal 7,5 5,5 3,39 6,0 1,3 
(leichte Po- 
lycythamie) 

VI. | dto. | dto. 7,5 | 5,6 | 3,8, 7,5 | 0,9 | beil,Og 
203 
ohne 

Nachspii- 
lung 
VII. | Lg. | Apoplexie 7,9 6,5 3,0 — — |15¢g 
(Hypertonie) Al,0; 
* umgerechnet auf unverdiinntes Serum. 
a mana a 
89 aa or 
6 az Fs 
get ene v 
st e > on 
i aaah a a a a as WV 
y Zz a e 
---+---- vA 
Ir * 7 
Ee aa eS SS if 
a a ire) I 
ir e 
° J J 








12 14 6 #8 20 Ls 
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% 
seh 
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Abb. 1. Berechnete Azorubin-Bindungskurven. I—VI = Numerierung der Seren 

nach Tab. I. Abszisse: @) = Mol ‘Az-Zusatz pro Mol Albumin. Ordinate: ag = Mol 

gebundenes Az pro Mol Albumin. Symbole fiir gemessene Werte: o= VI, 0=V, 

A=IV, v=IUl, © =II, e =I; die Kurven wurden nach berechneten 
Werten ausgezogen. 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f, physiol. Chemie, 290 14 
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II. Verdrangung des Azorubins 


Wird ein Serum mit einer mittelgroBen Az-Menge versetzt, so daB 
im Ausgangswert (mit Az, ohne Drittsubstanz) nur ein schwacher Az- 
Ring an der Saule auftritt, und fiigt man den verschiedenen Ansatzen 


6r 
ala 














— 


f x. 
if. - Ln —— Id jl r l 


1 vA ae Pa ae es ee ee ee 5 
-2 Dy ~m~o—_g 5 0 > 
| Elle, ME, ME aa, 2 Ie e- Ib 











—s 2. 8 5 20 25 a—> 
Abb. 2. Verdrangung durch -naphtholdisulfonsaures Natrium (vgl. Tab. 2). 
I—VI = Numerierung nach Tab. 1. Gestrichelte Kurven, freie Symbole und 
a =experimentelle Az-Bindungskurven; alle anderen Symbole und aus- 
vezogenen Kurven = Verdrangungskurven. Abszisse und Ordinate wie in 
Abb. 1. HilfsmaBstaibe: by = Mol (-N-Zusatz pro Mol Albumin. 


a Va 




















7" 7 7 © 75 2 4 —> 


Abb. 3. Verdrangung durch Butazolidin-Na (vgl. Tab. 3). Darstellungsweise wie in 
Abb. 2; by = Mol Butazolidinzusatz pro Mol Albumin. 


bei gleichbleibendem Az-Zusatz steigende Mengen eines geeigneten 
organischen Anions zu, so treten deutliche Az-Ringe hervor, in den 
Filtraten ist dann weniger Farbstoff gebunden als im Ausgangswert” 
(Abb. 2 und 3). Die Albuminkonzentration andert sich dabei nicht im 
Vergleich zum Leerversuch. 
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Diese Verdrangung des Az (A) durch eine Drittsubstanz (B) folgt 
wahrscheinlich ebenfalls der Lang muir-Adsorptionsisotherme : 


nB (bo—bs) 
ky + (bo — bg) 





by = 


Wenn das Albumin (E) maximal mit A beladen ist, ]4Bt sich die Bindung von B 
indirekt dadurch bestimmen, daB eine aquivalente Menge A verdrangt wird. In 
diesem Falle ware bg = —ay, damit wiirde 

nE (bo os ag) 


7 ky + (bo +a) * ©) 
Sind auf dem Albumin noch Bindungsplatze frei, so werden zunichst diese von B 
besetzt, ohne daB A verdrangt wird. Die Verdrangung von A ist in diesem Falle 
experimentell kaum meBSbar, die Verdrangungskurven verlaufen fast horizontal 
(Abb. 2, Id). 

k, entspricht der Dissoziationskonstante der Komponente B in Gegenwart 
von A; diese muB kleiner sein als die Dissoziationskonstante von B in Abwesenheit 
von A. Es wurden daher Versuche angestellt, k, direkt zu bestimmen, jedoch sind 
die Werte fiir (-Naphtholdisulfonsiure und Butazolidin (mittlerer Fehler etwa 
-+- 15%) zu ungenau. Pyramidon (mittlere Streuung der Bestimmungsmethode 
-+ 5%) eignet sich nicht, weil es ein Kation ist. Die Bestimmungen wurden fast 
ausschlieBlich in Gegenwart von Az durchgefiihrt. 


III. Drittsubstanzbestimmungen 


a) £-Naphtholdisulfonsaures Na (=£-N) (Naphthol-(2)- 
disulfonsaéure-(6.8)) wird aus waBriger Lésung vollstandig von der 
Al,O,-Saule absorbiert. 

Bei Zusatz zu dem wenig bindenden und gering konzentrierten Human- 
albumin gelangt eine kleine Menge £-N bis zu einer Sattigungsgrenze ins Filtrat 
(Tab. 2). Dabei wird das freie {-N in einem scharf begrenzten Ring festgehalten*, 
welcher bei gleichzeitigem Az-Zusatz unterhalb des Az-Ringes im UV-Licht sichtbar 
wird. 

Bei Zusatz zu Seren bildet sich zwar zunichst ebenfalls ein £-N- 
Ring, welcher bei der urspriinglichen!!!2 Versuchsanordnung in der 
Saule bleibt; bei der Nachspiilung mit 7,3 cm? NaCl-Lésung wandert 
er jedoch groBtenteils mit in das Filtrat, so daB héhere £-N-Bindungs- 
werte vorgetauscht werden (Tab. 2). 

Der Verlauf der Az-Verdrangungskurven ist unabhangig von den gefundenen 
£-N-Werten; die Kurvenform ist dieselbe bei Seren wie bei Humanalbumin (Abb. 2) 
oder wie bei Anwendung von 1,0 g Al,O, (Serum Nr. VI in Tab. 2). Es kann 
also in der Al,0,-Zone unterhalb des Az-Ringes keine nennenswerte Verdrangung 
mehr stattfinden. Bei steigenden Zusatzen von B zu Seren wird diese untere Saulen- 
partie laufend heller gegeniiber dem Ausgangswert. 

b) Butazolidin-Na _ (1.2-Dipheny]-3.5-dioxo-4-n-butyl-pyrazol- 
idin) wird aus waBriger Loésung von einer Al,0,-Saule ebenfalls 


* Die Fluoreszenzaufnahmen konnten aus drucktechnischen Griinden nicht 
wiedergegeben werden. 


14* 
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Tab. 2. (-Naphtholdisulfonsiurebestimmungen. Zugehdrige Verdrangungskurven 
fiir Serum I und V siehe Abb. 2. 





Zu- Ge- 
Zugesetzte | Gebundene Serum. | gesetzte bundene 
Drittsubstanz|Drittsubstanz| * “Nr Dritt- Dritt- 
bo: bg: ane substanz | substanz 
(Mol £-N/Mol| (Mol £-N/Mol] _ -p,), L: bo: (Mol f-|bg: (Mol £- 
Albumin) | Albumin) a.“ | N/Mol | N/Mol 
Albumin) | Albumin) 


(Zu- 
Serum- gehorige 
Nr. 
der 
Tab. I: 


/ 
Albumin) 











VI.* 0 
ao = 4,0 1,0 
Mol Az/ 2,0 
Mol Albu-| 3,4 

min 5,0 
6,7 


o 


(3,3) 








ht het bet 
bobo = to 


. 


. 





Vii. 
ay = 7,4 
-| Mol Az/ 
Mol Albu- 
min 


° 


. 


~ 











OO D> bo 
He OO = OL 


. 


* Bei 6bg-Werten <1,5 muB mit 
einem Fehler von etwa + 30% gerechnet 
werden; trotzdem ist ersichtlich, daB 
im Verhiltnis zu 6o nur sehr wenig ~-N 
ins Filtrat gelangt. 











Mol Albu- 
min 











absorbiert, laBt sich jedoch mit NaCl-Loésung allmahlich eluieren 
(Tab. 3, A). 

Beim Durchlauf zusammen mit Serum gelangt praktisch alles zu- 
gesetzte Butazolidin ins Filtrat (Tab. 3 B), obwohl es bei py <7 nur 
wenig léslich ist und das py des Serums wahrend der Adsorption auf 
5,8—6,2 verschoben wird ® 1), 

¢) Pyramidon  (4-Dimethylamino-1-phenyl-2.3-dimethyl-pyra- 
zolon-(5)) wird weder allein noch zusammen mit Butazolidin (,,Irga- 
pyrin“-Geigy = 159% Pyramidon +. 15°% Butazolidin-Na in H,O) aus 
waBriger (Tab. 4 A) oder Serumlésung (Tab. 4 B und C) durch Al,O, 
absorbiert. Es beeinflu8t die Az-Bindung nicht. Die Verdrangung des 
Az durch ,,lrgapyrin“ beruht lediglich auf der Butazolidinkomponente. 
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Tab. 3. Butazolidin-Bestimmungen 


A) Adsorption aus 52,4 mg-proz. waBriger Lésung; 1,5 g-Al,O,-Saule. 





Nach Durchspilung der | mg% Butazolidin 
Saule mit im Filtrat: 





2,0 com H,O 0 

7,5 ccm H,O 6 

; 10,0 cem H,O 50 
B) Adsorption aus Serum Nr. V der Tab. 1 (a4) = 5,1 Mol Az pro Mol Albu 
min). V erdrangungskurve Abb. 3/V b. 





c Gebundene Dritt- 
Lfd. Zugesetzte Dritt- substanz bg: (Mol 


substanz bo: (Mol Buta- ca 
Nr. zolidin/Mol Albumin) aie ye Albu- 








0,4 
0,9 
1,7 
3,4 
6,4 





Tab. 4. Pyramidon-Bestimmungen. 
A) Adsorption aus 36 mg-proz. waBriger Lésung; 1,5 g-Al,0,-Saule. 


Lfd. Nr. 
Nach Durchspiilung der Séule mit com H,O 
mg % Pyramidon im Filtrat 


B) Adsorption aus Pyramidon-Serum -Lésung (6,3% Gesamt-EiweiB). 
Lfd. Nr. 3 
mg% Pyramidon zugesetzt : 88,2 
mg% Pyramidon im Filtrat gefunden 85,0 


C) Adsorption aus Irgapyrin-Serum-Lésung (Nr. IV der Tab. I). 


Lfd. Nr. 2 3 
mg% Pyramidon (als Irgapyrin) zu- 
gesetzt 39,2 
a) ohne Az mg% Pyramidon im Fil- 
trat gef. Seavatt fo 
b) mit Az-Zusatz (a) = 4,4 MolAz/Mol 
Albumin). mg% Pyramidon im Fil- 
trat gef.(Kurve IV cin Abb.3) . .. 9,5 21,5 33,5 


37,5 


Beschreibung der Versuche 


I. Modifikation der Adsorptionsmethode von Westphal 
und Mitarbeitern ® 


Wie bereits in einer friiheren Arbeit 1 erwahnt, birgt die Art der Gewinnung 
des Adsorptionsfiltrates eine Fehlerquelle in sich. Aus Abb. 4 ist ersichtlich, daB 
beim Auffangen eines aliquoten Teils von 1,0—1,2 ccm nur ein Durchschnittsbetrag 
gemessen wird. Dieser weist bei den wechselnden Albuminkonzentrationen ver- 
schiedener Seren unterschiedliche Verteilungsformen auf. 
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Um den gesamten Durchlauf zu erfassen, wurde die Versuchsanordnung 
folgendermaBen geandert: 

1. Statt 1,00 g werden 1,50 g Al,O, (+ 2 mg) pro Saule eingewogen. 

2. Die Chromatographieséule wird vor dem Auftragen des Adsorptionsgutes 
mit 1 cem 0,6-proz. Kochsalzlésung gespiilt. 

3. Das gesamte Filtrat wird von Anfang an in einem 10-cem-MeBkélbchen 
aufgefangen. Nach vollstandigem Ablaufen des Ansatzes wird die Saiule mit 2 ccm, 
dann mit 5,3 cem NaCl-Lésung gespiilt. Zuletzt wird bis zur Marke aufgefiillt und 
die Extinktion in einer 10- oder 5-mm-Kiivette bei Filter VG9 (griin) + BG7 (blau) 
(Schott & Gen., Jena) im Kortiimschen lichtelektrischen Kolorimeter’ ge- 
messen; MeBgenauigkeit fiir Az-Losungen: + ca. 0,59% (ohne Thermostat) bei 
einem MeBbereich von 0,05—10 mg% Az. Fehlerbreite der gesamten Adsorptions- 
methode: Bei 20—100 mg% Az (auf den 2,5 ccm-Ansatz berechnet) + 2,5%, 
unter 20 mg% + 5%. 

Alles iibrige bleibt gleich wie bei der alten Methode. 


“25 50 05 10 25 50 
cm3— cm3 —> 


Abb. 4. Az-Verteilung im Chromatographiefiltrat. a) = 1-proz. Albuminlésung, 


b) = 4-proz. Albuminlésung. Abszissen: entnommene Filtratportionen (in ccm) 

Ordinate: Az-Konzentration in den einzelnen Anteilen (in Mol Az/Mol Albumin). 

Pfeile: Zusatz von 2,5cem NaCl-Lésung auf die Al,O;-Saule nach Ablauf des 
Filtrats. Schraffierte Flachen: nach® aufzufangender aliquoter Teil. 


II. Materialien 


1. Al,O, und Az wie bei !» 12, 

2. a) Humanalbuminpulver (Behring- Werke) gemischt aus: Op. Nr.: 8; 11; 12; 
16; 17; 18; 25, daraus 3-proz. Lésung in 0,6-proz. Kochsalzlésung, die Losung ent- 
hielt 95% Albumin und 5% Globuline. 

b) Seren: zentrifugierte Aderlasse. 

3. Butazolidin-(J. R. Geigy-A.-G., Basel)-Na-Salzlésung: 121,5 mg Buta- 
zolidin-Wirksubstanz (fiir Ampullen) (Nr. Mg 121/0826) wurden in 1 ecm n-NaOH 
geliést, etwa 10 mg NaHCO, zugefiigt und mit 0,6-proz. Kochsalzlésung in einen 
10-ccm-MeBkolben iibergespiilt. Neutralisation mit 6 ccm n/10-HCl, mit NaCl auf- 
gefiillt bis zur Marke. py 7,5. 

4, ~-naphtholdisulfonsaures Na: Bayer, Leverkusen. 

5. Pyramidon: D. A. B. 6-Ware. 

6. Irgapyrin: J. R. Geigy A.-G., Basel, handelsiibliche Ampullen. 


III. Versuchsansatze 
Fir Bindungs- und Verdrangungsversuche wurden je 2 ccm Serum mit Zu- 
sitzen und 0,6-proz. Kochsalzlésung ad 2,5 ccm aufgefiillt, also 4:5 verdiinnt. 


Jeweils Doppelansatze bei Zimmertemperatur. 
do und ag wurden auf die 4: 5 verdiinnten Ansitze umgerechnet, wobei der 


Albumingehalt des Filtrats zugrunde gelegt wurde. 


13 G. Kortiim, Chem. Technik 15, 167 [1942]. 
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1. Fiir die Az-Bindungskurven wurden die Az-Zusatze variiert von 
16—300 mg%. 

2. Bei jeder Verdrangungsreihe blieb der Az-Zusatz ao konstant, die 
Drittsubstanzzusitze bo wurden variiert. Die Drittsubstanzstammlésungen in 
0,6-proz. Kochsalzlésung waren der 2-proz. Az-Stammlésung aquimolekular. 

3. Ansitze zu Abb. 4: Je 2,5 com Humanalbuminlésung!! mit je 200 mg% Az 
wurden tiber Al,O3-Saulen von 1,00 g chromatographiert. Die Filtratportionen 
wurden wie folgt aufgefangen: Zuerst 0,5 ccm, der Rest in 0,4-ccm-Portionen; 
Danach wurden zusatzlich 2,5 ccm 0,6-proz. Kochsalzlésung auf die Saéule gegeben 
und das Filtrat in 0,5-ccm-Portionen abgenommen. Die Sammelportionen von je 
3 Séulen wurden wie in! kolorimetriert. 


IV. Drittsubstanzbestimmungen 

bo und bg wurden auf die 4:5 verdiinnten Ansatze umgerechnet. 

1. £-Naphtholdisulfonsiure: Kortiim-Kolorimeter mit Fluoreszenz- 
aufsatz und Osram-Hg-Lampe, Filter UG2 (1 mm), GG8+BG23 (je 1 mm) 
(Schott), 5-mm-Kiivetten. 

Bei den Fluoreszenzmessungen neben Az muBte fiir jede Az-Konzentration 
eine eigene Eichkurve hergestellt werden: Die Filtrate der ,,Ausgangswerte“‘ (mit 
Az, ohne Drittsubstanz) wurden mit den Filtraten der Leerversuche (ohne Az, 
ohne Drittsubstanz) auf die entsprechende Az-Konzentration verdiinnt und die 
('-N-Eichmengen zugesetzt. Als Vergleichswerte dienten die Filtrate der ,,Aus- 
gangswerte“. 

2. Butazolidin- Bestimmung nach Pulver". Der blaue Anteil des Farbstoff- 
gemischs konnte mit dem K ortiim - Kolorimeter (10-mm-Kiivetten) bei Filter OG2 
(Schott) ohne Stérung durch das Az gemessen werden. Die Ungenauigkeit der 
Methode beruht auf der Gasbildung waihrend der Messung und der Inkonstanz des 
Farbstoffs. 


3. Bei der Pyramidon- Bestimmung!® neben Az wurden die Leerwerte mit 
den entsprechenden Az-Zusitzen versehen. 
V. Albumin- Bestimmungen: Elektrophoretisch™ nach Tiselius; als Mol.- 


Gewicht wurde 70000 angenommen. 
VI. EiweiB - Bestimmungen: nach Kjeldahl, EiweiBfaktor 6,25. 


Herrn Dr. G. Schramm vom Max-Planck-Institut fiir Biochemie danke ich 
fiir die mathematische Beratung, Herrn Dr. F. Lohss fiir die Mithilfe bei den 
Pyramidonbestimmungen, Herrn Dr. H. Ott und Frau M. Bumiller, geb. Wiech, 
fiir die Elektrophoresen, Frl. M. Haas fiir die Eiwei8bestimmungen. 


Zusammenfassung 

1. Die Bindung des Farbstoffanions Azorubin S an Humanserum- 
albumin entspricht im Chromatographieversuch mit anionotropem Alu- 
miniumoxyd der Langmuirschen Adsorptionsisotherme. 

2. Die Menge des durch eine Drittsubstanz verdraingten Azo- 
rubins konnte nur mit der zugefiigten, nicht aber mit der im 
Chromatographiefiltrat gefundenen Drittsubstanzmenge in Zusam- 
menhang gebracht werden. Der VerdrangungsprozeB ist also schon 
vor und wahrend der Aufnahme des verdringten Azorubins in den 
Azorubinring der Chromatographiesdule beendet. 

14 R. Pulver, Schweiz. Med. Wschr. 80, 308 [1950]. 

15 F, Lohss u. E. Kallee, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 214, 202 [1952]. 








W. GraBmann und D. Kusch, Bd. 290 (1952) 


Uber die Bindung von Ag- und Pb-lIonen durch Kollagen 
Von 
W. GraBmann und D. Kuseh 


Aus der Forschungsstelle fiir EiweiB und Leder in der Max-Planck-Gesellschaft, Regensburg 


” 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1952) 


Trotz der hohen praktischen Bedeutung, welche der Gelatine als 
Traiger von Silberbromid-Emulsionen in der Photographie zukommt, 
scheint es bisher der Aufmerksamkeit entgangen zu sein, daB Kollagen 
und die daraus hervorgegangene Gelatine Silberionen in einer anscheinend 
chemischen und sto6chiometrischen Reaktion binden. 
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Silberbindung des Kollagens. 1000 mg Achillessehnen 

vom Rind, zerfasert, in 200 ccm Wasser bei py 6,2 mit 1/100-n. Na-Acetat-Essigsiure 

als Puffer, unter Anwendung von 10 ccm 1/100-n. AgNO ;, entspr. 10,78 mg Ag. 
Abszisse: Reaktionszeit. 


Allerdings ist aus der Histologie bekannt!, daB aus einer formal- 
dehydhaltigen ammoniakalischen Silberlésung Kollagenfasern sowie Reti- 
kulumfasern unter Schwarzfirbung metallisches Silber aufnehmen. 
Von Herrath und Dettmer sowie Dettmer, Neckel und Ruska? 
haben neuerdings iiber elektronenmikroskopische Untersuchungen be- 
richtet, denen zufolge das Silber in Kollagenfibrillen, vor allem in 
dickeren Fibrillen, fein verteilt im Inneren der Fibrillen, und zwar in 
den D-Teilen, eingelagert wird, waihrend Retikularfibrillen (gewonnen 
aus Katzenmilz) das Silber unter den gleichen Bedingungen an der Faser- 
oberflache in Form von Silberkristillchen anlagern. 

Fiigt man einer Aufschlammung fein verteilter Kollagenfasern 
in Wasser. bei neutraler oder ganz schwach saurer Reaktion Silber- 


1G. Gémori, Amer. J. Pathol. 18, 993—1002 [1937]; vgl. B. Romeis, 
Mikroskopische Technik. Leibnitz-Verlag, Miinchen 1948, 8S. 354; J. Bielschows- 
ky, Physiol. Neurol. 8, 169 [1904]; 12, 135 [1909]; G. E. Voigt, Z. wiss. Mikro- 
skopie mikroskop. Techn. 61, 1 [1952]; W. Lipp, Z. wiss. Mikroskopie mikroskop. 
Techn. 61, 38 [1952]. 

2 KE. v. Herrath u. N. Dettmer, Z. wiss. Mikroskopie mikroskop. Techn. 60, 
282 [1951]; N. Dettmer, I. Neckel u. H. Ruska, Z. wiss. Mikroskopie mikro- 
skop. Techn. 60, 290 [1951]. 
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lésungen hinzu, so bindet das Kollagen eine zwar kleine, aber gut 
reproduzierbare Menge Silberionen. Die Reaktion ist nach etwa 1 Stde. 
beendet (Abb. 1). 

Die dabei aufgenommene Silbermenge ist in weiten Grenzen un- 
abhingig von der Konzentration der Ag-Lésung (Tab.1) und pro- 
portional der vorhandenen Kollagenmenge (Abb. 2). 


Tab. 1. Silberbindung des Kollagens aus Lésungen verschiedener Ag-Konzentration. 
(1000 mg Achillessehnen vom Rind, fein zerfasert, in 200 com Wasser bei py 6,2 mit 
1/100-n. Na-Acetat-Essigsiure als Puffer, Reaktionszeit,1 Stde.) 





geb. Menge Ag 


Angewandte mg Ag | °/ der angew. 
Menge Ag 








5,39 100 
10,78 61,2 
21,56 30,5 
43,12 15,5 

107,8 6,3 
215,6 3,1 
223,4 3,3 
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Abb. 2. Gebundene Ag-Menge in Abhingigkeit von der Kollagenmenge 
o = Achillessehnen, x = Rattensehnen. 








Wir finden sie, aus der Konzentrationsabnahme der Restlésung er- 
mittelt, zwischen 5,6 und 6,6 mg (im Mittel 6,2 mg) Silber auf 1000 mg 
trockenes Kollagen, und zwar praktisch iibereinstimmend fiir Haut- 
kollagen (Rind) und fiir Sehnenkollagen verschiedener Tierarten (Tab. 2). 

Die in einer Anzahl von Fallen vorgenommene Bestimmung an der 
gewaschenen, getrockneten und veraschtea Faser ergab um eine Kleinig- 
keit héhere Werte (in Mittel 6,6 mg Ag/1000 mg Kollagen). Dies gilt, wenn 
1000 mg Kollagen mit insgesamt 100 cem Wasser innerhalb von */, Stdn. 
gewaschen wurden. Unter extremen Auswaschbedingungen (2 / Wasser 
auf 1000 mg innerhalb von 18 Stdn.) wurde etwa 14 der gebundenen 
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Tab. 2. Silberbindung der verschiedenen Kollagenarten. (1000 mg Kollagenfasern, 
fein zerfasert, in 200 cem Wasser, py 6,2 mit 1/100-n. Na-Acetat-Essigsaure als 
Puffer, unter Anwendung von 10 ccm 1/100-n. AgNO, entspr. 10,78 mg Ag.) 























gebundene Ag-Menge in mg 
. Art d. Faser- : : 
Nr. materials errechn. aus Best. Bestimmung in der 
in der Restloésung Faser 
i. Koll. Stirnh. Ochs . 5,6 6,1 
2. Mauseschw.-Sehnen 5,9 — 
3. Rattenschw.-Sehnen 6,0 6,4 
4. Katzenschw.-Sehnen 6,1 — 
5. Hundeschw.-Sehnen 6,4 — 
6. Achillessehnen Rind 6,4 Re 
as Kalbschw.-Sehnen 6,6 — 
8. Rindschw.-Sehnen 6,6 7,1 
Mittelw. 6,2 | 6,6 


Silbermenge ausgewaschen. Die Ag-Verbindung ist also zu einem ge- 
wissen Grad léslich bzw. dissoziiert. 

Die mit Silberionen. beladenen Kollagenfasern sind, wenn der Ver- 
such im Dunklén vorgenommen wurde, rein weil; ihr Schrumpfungs- 
punkt liegt bei etwa 68°—70°, ist also gegeniiber der nativen Faser eine 
Kleinigkeit erhoht. Im Licht sowie bei der Einwirkung von H,S ver- 
firbt sich die Faser rasch schwarz. Aus der unverfairbten Faser kann 
durch KCN-Lésung das Silber quantitativ herausgelést werden. Die 
Faser zeigte dann wieder den urspriinglichen Schrumpfungspunkt und 
scheint vollig unverandert zu sein. 

Auch Gelatine bindet Silberionen. An Gelatinelésungen kann, da 
die Ag-Verbindung gleichfalls loslich ist, die gebundene Ag-Menge nur 
potentiometrisch bestimmt werden. An 6 g dialysierte Gelatine wurde 
potentiometrisch eine Ag-Bindung entspr. 3,7 ccm 1/10-n.AgNOg er- 
mittelt ; das entspricht 6,65 mg Ag je 1000 mg Gelatine. Die Ag-Bindung 
der Gelatine stimmt also quantitativ mit derjenigen der Kollagenfasern 
iiberein. Bei Verwendung ungereinigter Gelatine ist der Ag-Bindung der 
Gelatine bei der potentiometrischen Bestimmung diejenige der Ver- 


unreinigungen — im wesentlichen Chlor-Ionen — vorgelagert. Die Af- 
finitaét des Chlorions zum Silberion ist also gréBer als diejenige der 
Gelatine. 


Elastin und Seidenfibroin binden kein Ag, Globin dagegen 
weit groBere Ag-Mengen als Kollagen bzw. Gelatine (Tab. 3). 

Im Hinblick auf die bekannte spezifische Affinitét des Histidins* 
sowie anderer Imidazol-Derivate* zum Ag-Ion vermuten wir daher, daB 
das Histidin fiir die Silberbindung des Kollagens verantwortlich ist. 

3 A. Kossel u. F. Kutscher, diese Z. 31, 165 [1900/1901]; H. Lauten- 


schlager, diese Z. 102, 230, 232 [1918]. 
4 Wyss, Ber. dtsch. chem. Ges. 10, 1373 [1877]; Burian, Ber. dtsch. chem. 


Ges. 33, 696 [1904]. 
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Tab. 3. Ag-Bindung und Histidingehalt einiger Proteine. 








; Histidingehalt geb. Ag-Menge | Aus d. Histidingeh. 
Protein oe : ber. Ag-Menge 

/0 (mg pro g Protein) (mg pro g Protein) 

Kollagen*. . .. . 0,9 6,20** 6,2 
6,60*** 

Gelatine ..... 0,9 6,65**#* 6,2 
Seidenfibroin .. . 0,15 0,00 0,7 
Elastin. ..... 0,08 0,00 0,0 
Globin ...... 9,17 87,80 63,0 











* Mittelwert aus Tab. 2. 

** Ag ermittelt durch Titration in der Restlésung. 

*** Ao ermittelt durch gravimetr. Ag-Best. in der Faser (Carius). 
**** Potentiometrische Bestimmung. 


Der Histidingehalt des Kollagens und der Gelatine betragt 0,9°%°. Dem 
wiirde eine Bindung von 6,2 mg Ag auf 1000 mg Kollagen entsprechen. 
Beim Globin finden wir die Silberbindung etwas hoéher als es dem 
Histidingehalt entspricht ; hier diirften an der Silberbindung noch andere 
Aminosiuren beteiligt sein. 

Wenn das Ag-Ion wirklich spezifisch von einem bestimmten und 
raumlich engen Teil des Kollagenmolekiils gebunden wird — vermutlich 
enthalt das Kollagen nur 1 Histidin je Molekiileinheit® — liegt es nahe, 
die Frage zu priifen, ob die Bindung von Silber in der Kollagenfaser 
elektronenoptisch oder bei der Untersuchung der Kleinwinkelinter- 
ferenzen erkennbar ist. Ungeachtet der sehr weitgehenden elektronen- 
optischen Auflésung der Kollagenquerstreifung, die inzwischen gelungen 
ist!°, diirfte indessen bei der geringen Menge des eingelagerten Silbers 
ein positives Ergebnis solcher elektronenoptischer Versuche, die wir 
durchzufiihren beabsichtigen, nicht eben wahrscheinlich sein. 

Etwas aussichtsreicher in dieser Richtung ist wegen des hoheren 
Atomgewichts die Einlagerung von Blei, die derjenigen von Silber 
aihnlich zu sein scheint. 


5 H.O.Calvery in C. L. A. Schmidt, The Chemistry of the Amino Acids 
and Proteins. Springfield u. Baltimore, 2. Aufl. 1944, u. zw. S. 183. M. L. Hug- 
gins, Chem. Reviews 32, 205 [1943]. 

6 R. J. Block, Advances Protein Chem. 2, 119 [1945], u. zw. Tab. 1, S. 123. 

7 G.R. Tristram, Advances Protein Chem. 5, 83 [1949]. — An anderer 
Stelle ist ein Histidingehalt von 11% fiir Globin angegeben; vgl. E. Lehnartz, 
Chem. Physiologie. Berlin-Géttingen-Heidelberg 1949, S. 81. 

8 R. J. Block, Advances Protein Chem. 2, 119 [1945]. — R. J. Block u. 
D. Bolling, The Amino Acid Composition of Proteins and Foods. Springfield 
1947. — F. Schneider, Collegium [Darmstadt] 1940, 97. — J.H. Bowes u. 
R. H. Kenten, Biochem. J. 48, 358, 365 [1948]; 45, 281 [1949]. — R. E. Neu- 
man, Arch. Biochemistry 24, 289 [1949]. — C.E. Graham, H. K. Waitkoff 
u. St. W. Hier, J. biol. Chemistry 177, 529 [1949]. 

® W.Grassmann u. J.Trupke in Physiologische Chemie. Hrsg. von 
B. Flaschentrager. Berlin-Géttingen-Heidelberg. Bd. I. 1951, u. zw. S. 724. 

10 W. Grassmann, U. Hofmann u. Th. Nemetschek, Naturwiss., 39, 
215 [1952]. 
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Tab. 4. Bleibindung der verschiedenen Kollagenarten. 
(1000 mg Kollagenfasern, fein zerfasert, behandelt mit 1000 mg Bleiacetat, 
entspr. 63,6 mg Pb in 200 ccm Wasser.) 


Gebundene Pb-Menge in mg pro 1 g Koll. 








Art des Fasermaterials errechn. aus Bestimm. Bestimm. in der 
der Restlésung Faser 





Koll. Stirnh. Ochs .. . 12,4 12,6 
Mauseschwanz-Sehnen . . 12,4 12,5 
Rattenschwanz-Sehnen . 12,4 12,8 
Katzenschwanz-Sehnen . 12,5 13,5 
Hundeschwanz-Sehnen. . 13,2 13,4 
Achilles-Sehnen Rind . . 13,3 13,6 
Kalbschwanz-Sehnen . . 13,4 13,8 


Mittelwert | 12,8 | 13,2 








10 Crm Oho = 








Fiir Blei finden wir eine Aufnahme von 12,8 bzw. 13,2 mg (im Mittel 
13 mg) je 1000 mg Kollagen (Tab. 4). Einer Aufnahme von 1 Pb-Ion je 
Histidinmolekil wiirde eine Pb-Bindung von 12,03 mg entsprechen. Die 
Bindung des Pb-lons an das Kollagen erscheint jedoch wesentlich weniger 
fest als diejenige des Ag. Wird 1 g des mit Pb beladenen Kollagens mit 
insgesamt 2/1 Wasser 12 Stdn. ausgewaschen, dann ist der Pb-Gehalt 
auf rund 1/, zuriickgegangen. 

Phosphorwolframsaure, die neben Osmiumsdure in erster Linie 
zum ,,Anfarben* der Kollagenfasern in der Elektronenmikroskopie ver- 
wendet wird”, solltedagegen von allen basischen Gruppen des Kollagens 
gebunden werden kénnen. Die von 1 g Kollagenfasern aufgenommene 
Phosphorwolframséure finden wir zwischen 283 und 301 mg (Tab. 5), 
im wesentlichen in Ubereinstimmung mit den kiirzlich ver6ffentlichten 
Befunden von Bear und Mitarbeitern®. Die gebundene Menge Phosphor- 


Tab. 5. Phosphorwolframsaéurebindung der verschiedenen Kollagenarten. 
(1000 mg Kollagenfasern, fein zerfasert, behandelt mit 800 mg Phosphor- 
wolframsaure, entspr. 768 mg WO, in 200 ccm Wasser.) 





. Gebundene WO;-Menge in mg pro 1 g Koll. 
Azt des Hescematerials (Bestimmung in der Faser) 


ys 
id 





Koll. Stirnh. Ochs. . . 283 
Mauseschwanz-Sehnen. . 292 
Rattenschwanz-Sehnen . 287 
Katzenschwanz-Sehnen . 267 
Hundeschwanz-Sehnen. . 273 
Achilles-Sehnen 279 
Kalbschwanz-Sehnen ‘ 295 
Rinderschwanz-Sehnen . 301 


Mittelwert 284,6 


CU CO bo 


a 
oo 


~l 








a 





1 F. O. Schmitt, The Harvey-Lectures, Series XX XX, 249 [1944/45]. 
2 R. 8. Bear, O. E. A. Bolduan u. T. P. Salo, J. Amer. Leather Chemists 
Assoc. 46, 107 [1951]. 
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Tab. 6. Phosphorwolframsaurebindung der verschiedenen, sehr fein zerfaserten 
Kollagenarten. 
(1000 mg Kollagenfasern, sehr fein zerfasert, behandelt mit 1200 mg Phosphor- 
wolframsaure, entspr. 1152 mg WO, in 200 ccm Wasser.) 





Art des sehr fein zerf. Gebundene WO -Menge in mg pro 1 g Koll. 
Fasermaterials (Bestimmung in der Faser) 





Achilles-Sehnen. . . . 329 
Kalkschwanz-Sehnen . 354 
Rinderschwanz-Sehnen 349 


Mittelwert 344 








wolframsaure scheint fiir Kollagene verschiedener Herkunft annahernd 
iibereinzustimmen, schwankt aber etwas mit dem Zerkleinerungszustand 
des Materials. Der Aufnahme von 1 Aquivalent Phosphorwolframsiure 
auf jedes Basenaquivalent des Kollagens wiirde eine Bindung von 806 mg 
Phosphorwolframsaure je 1 g Kollagen entsprechen1, Es ist also offen- 
bar nicht méglich, simtliche basischen Gruppierungen des Kollagens mit 
Phosphorwolframsaure in Reaktion zu bringen. 

Auch Phosphorwolframsaéure kann bei langdauerndem Auswaschen 
zu einem recht erheblichen Anteil wieder aus dem Kollagen entfernt 
werden. Wird 1 g des mit Phosphorwolframsiure behandelten Kollagens 
mit insgesamt 3 1 Wasser ausgewaschen, dann ist der Phosphorwolfram- 
siuregehalt auf rund 4/, zuriickgegangen. 


Beschreibung der Versuche 


Ausgangsmaterial 


Kollagen. Je 4—5 fein zerfaserte Sehnen bzw. einzelne Fasern aus der 
Rinderstirnhaut wurden dreimal je 3—4 Stdn. mit je */,1 Wasser ausgewaschen, 
anschlieBend mit Alkohol und Ather entwassert und im Exsiccator getrocknet. 
Der Stickstoffgehalt (nach Kjeldahl) betrug durchschnittlich 16,2%. 

Gelatine. Goldgelatine wurde 12 Stdn. gegen flieBendes dest. Wasser dia- 
lysiert und anschlieBend getrocknet; Stickstoffgehalt (nach Kjeldahl) 14,7%. 

Seidenfibroin. Naturseide wurde durch Behandeln mit Wasser im Auto- 
klaven bei einem Druck von 1,7 Atm. 18 Stdn. entbastet, anschlieBend sehr griind- 
lich ausgewaschen und getrocknet. 

Elastin. Hergestelit aus dem Rindernackenband*. 

Globin. Verwendet wurde Rinderglobin der Behringwerke (Marburg). 


Behandlung des Kollagens und der Gelatine mit Silbersalzen 
A. In Gegenwart von 1/199-n.Na-Acetat-Essigsiure wurde eine Aufschlammung 
von 1000 mg fein verteilter Kollagenfasern in 200 cem Wasser 1 Stde. mit 10 ccm 
1/100-n.AgNO, unter wiederholtem Schiitteln bei Lichtausschlu8 behandelt. Dann 
Ww wurde abfiltriert und auf dem Filter innerhalb von */, Stdn. gewaschen. Das ver- 


18 Errechnet auf der Grundlage der Analysenergebnisse von J. H. Bowes u. 
R. H. Kenten, Biochem. J. 48, 358, 365 [1948]; 45, 281 [1949] (vgl. W. Grass- 
mann u. J. Trupke in Physiologische Chemie. Hrsg. von B. Flaschentrager. 
Berlin-Géttingen-Heidelberg. Bd. I. 1951, u. zw. S. 724) — unter Beriicksichtigung 
des ermittelten Stickstoffgehaltes von 16,2 207, 

4 W.H. Stein u. E.G. Miller, J. biol. Chemistry 125, 599 [1938]. 
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brauchte Silber wurde in der Restlésung durch Titration nach Volhard bestimmt. 
In der Faser wurde das gebundene Ag nach Carius ermittelt. 

B. Die potentiometrische Ermittlung der Silberbindung an Gelatine erfolgte 
an einer Lésung von 6 g dialysierter Gelatine in 600 ccm Wasser unter Hinzu- 
fiigung von 1/10-n.AgNO,. Als Elektrode diente ein frisch versilbertes Silberblech, 
als Gegenelektrode eine mit KCl gesattigte Kalomelelektrode, der Stromschliissel 
war mit KNO,-Lésung gefiillt. 

Die Behandlung des Elastins erfolgte wie bei A, diejenige des Globins potentio- 
metrisch wie bei B. 


Auswaschen der mit Silber behandelten Kollagenfasern mit KCN 


1000 mg der mit Silbersalzen behandelten Fasern wurden wahrend 1 Stde. 
mit 300 ccm einer 2-proz. KCN-Lésung behandelt und anschlieBend auf dem Filter 
mit 100 cem einer 0,5-proz. KCN-Lésung und sodann mit 500 cem Wasser 3 Stdn. 
gewaschen. Die so behandelte Faser erwies sich als silberfrei (Carius). 


Behandlung der Kollagenfasern mit Bleisalzen 


Zu einer Aufschliammung von 1000 mg fein verteilten Kollagenfasern in 
200 ccm Wasser wurden 1000 mg Bleiacetat gelést. Nach 1 Stde. wurden die Fasern 
abfiltriert und mit 100 cem Wasser °/, Stdn. gewaschen. Die verbrauchte Bleimenge 
wurde sowohl in der Restlésung als auch an den mit Blei behandelten Fasern als 
Bleisulfat bestimmt. 


Behandlung der Kollagenfasern mit Phosphorwolframsaure 


Zu einer Aufschlammung von 1000 mg fein verteilter Kollagenfasern wurden 
800 bzw. 1200 mg Phosphorwolframsaure gelést. Nach 2 Stdn. wurden die Fasern 
filtriert und mit 200 com Wasser 114 Stdn. gewaschen. Zur Bestimmung der auf- 
genommenen Phosphorwolframsaéure wurde die Faser gegliiht, das WO, als 
(NH,).WO, von der Asche getrennt, erneut eingedampft und als WO, bestimmt. 


Zusammenfassung 


Gelatine und Kollagen binden Silber- nnd Blei-Ionen in einer 
Menge, die der Annahme entspricht, das je Mol. Histidin ein Silber- 
bzw. Blei-Ion aufgenommen wird. 

Die Bindung der Phophorwolframsiure ist erheblich geringer als 
einer Absattigung aller basischen Gruppen der Gelatine bzw. des 
Kollagens entsprechen wiirde. 


18 W. D. Treadwell, Lehrbuch der analytischen Chemie, Bd. II. 
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Uber das Vorkommen von Rhodoxanthin im Gefieder einiger Viégel 
Von 
Otto Vélker 
Aus dem Zoologischen Institut der Justus-Liebig-Hochschule GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1952) 


Das bisher nur aus pflanzlichem Material bekannte Rhodoxanthin, 
der Arillus-Farbstoff der Eibe, fand sich erstmals im Tierreich in den 
scharlachroten Federn zweier Schmuckvégel Siidamerikas, den Cotin- 
giden Phoenicircus nigricollis und carnifex'. Als rotes Lipochrom nimmt 
es hier groBe Teile des Rumpfgefieders und der Steuerfedern dieser etwa 
drosselgroBen Vogel ein. Mit ihm lie8 sich der zweite rote Fettfarbstoff 
in Vogelfedern charakterisieren, wihrend Astaxanthin, der Farbstoff des 
gekochten Hummers und anderer Meerestiere, bisher nur im roten Unter- 
seitengefieder dreier Laniarius-Arten nachgewiesen ist?. 

In dem Bestreben, die stoffliche Natur noch anderer roter lipo- 
chromatischer Federfarbungen, die in der Klasse der Vogel eine so weite 
Verbreitung gefunden haben, zu ermitteln, wurden die Untersuchungen 
auf die farbenprachtigen FlaumfuBtauben der Verwandtschaftsgruppe der 
Ptilinopodinae ausgedehnt. Es sind dies kleine bis mittelgroBe Tauben, 
die in zahlreichen Arten weit verbreitet sind auf Neuguinea, Australien 
und der umliegenden Inselwelt der Siidsee. Unter den Tauben sind es 
zweifellos die buntesten, denn viele von ihnen sind durch die besonders 
intensive und leuchtende Farbung der Kopfplatten und anderer Ge- 
fiederregionen, wie Brust und Biirzel ausgezeichnet. Diese Farbungen 
bilden eine Farbenskala von Rot iiber Purpurrot, Violett bis Blau. — 
Die hier ebenfalls vertretenen gelben Lipochrome bieten gegeniiber der 
Norm keinerlei Besonderheiten, da es sich bei ihnnen um Lutein (Xantho- 
phyll) und Kanarienxanthophyll handelt. — 

Gornitz, Rensch’, die als erste die carotinoide Natur dieser 
Fiarbungen sicherstellten, haben diese Pigmente unter dem Namen 
,,Ptilopin‘‘ zusammengefaBt und nachgewiesen, da8B sich alle Farbungs- 
phasen dieser Gruppe bei der Behandlung mit Kalilauge in der Warme 
der Farbenreihe Blau-Violett-Rot-Orange einordnen. Sie schlossen 
daraus auf die enge Zusammengehorigkeit der einzelnen Farbstufen und 
hielten eine direkte Ableitung der einzelnen Phasen auseinander fiir 
wahrscheinlich. 

Die Analyse der rein roten Federn von Megaloprepia magnifica 
septentrionalis ergab iiberraschenderweise ebenfalls das Vorliegen von 
Rhodoxanthin in tiberwiegender Menge, erschlossen aus Absorptions- 
und Verteilungsverhalten des Carotinoids und einheitlichem Misch- 


Volker, Naturwiss. 38, 565 [1951]; O. Volker, J. Ornithol. 98, 122 
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chromatogramm mit Rhodoxanthin aus Taxus baccata. Dabei ist die 
Zusammensetzung des Carotinoidgemisches nach Ausweis des Chromato- 
gramms dem von Phoenicircus nigricollis zam Verwechseln ahnlich. Dies 
verdient besonderer Erwihnung, da zwischen diesen beiden Arten — einer 
Taube Australiens und einem Cotingiden Siidamerikas — in systemati- 
scher wie geographischer Hinsicht eine tiefe Kluft besteht. Dieser Tat- 
bestand spricht jedoch fiir eine weitgehende Konvergenz hinsichtlich des - 
Carotinoidstoffwechsels dieser beiden so verschieden organisierten Vogel 
und steht im Gegensatz zu jenen Fillen, bei denen néchstverwandte 
Formen wie z. B. geographische Rassen einer Art sich in bezug auf die 
Qualitiét ihrer Federlipochrome védllig verschieden verhalten, z. B. 
die Cotingiden Rupicola peruviana peruviana und Rupicola peruviana 
sanguinolenta*. 

Die Farbe der Federn von Megaloprepia ist, makroskopisch beurteilt, dunkel 
purpurrot, man vermiBt das leuchtende Rot von Phoenicircus. Dies riihrt von einem 
nur mikroskopisch sichtbaren Blauschiller in den proximalen Federabschnitten her, 
dem sich das rein rote Lipochrom in den distalen Bezirken anschlieBt. 

Auch bei der Aufarbeitung der von Rot abweichend gefarbten 
Federn, der purpurroten von Ptilinopus perousivi $, der violetten von 
Ptilinopus superbus 3, hypogaster 3, solomonensis mayert 3 und schlieB- 
lich der blauen von Ptilinopus monachus $, erhalt man in Lésung stets 
ein Carotinoid, dessen spektroskopische Werte (s. Tab.) und sonstige 
Eigenschaften wie die charakteristischen Lésungsfarben bei der Verteilung 
zwischen Benzin (in diesem orangegelb) und 90-proz. Methanol (in 
diesem weinrot) und chromatographisches Verhalten fiir Rhodoxanthin 
stimmen, so daB keine Zweifel an der Identitaét mit diesem Carotinoid 
bestehen. Mithin ist also Rhodoxanthin aych die Schliissel- 
substanz beim Zustandekommen der mannigfachen, von 
Rot abweichenden Gefiederfarben der FlaumfuBtauben. 

Die violette Federfarbe ist in ihren Nuancen- bei den einzelnen Arten erheblich 
verschieden. Sie schwankt zwischen hellem (Pt. solomonensis mayeri 3) und recht 
dunklem Violett (Pt. hyogaster 3). Die Unterschiede erklaren sich zwanglos aus 
dem Fehlen bzw. der zusiitzlichen Anwesenheit verschieden groBerMelaninmengen. 

Es ist noch zu untersuchen, auf welche Weise die violette und blaue 
Federfarbe auf der Grundlage des Rhodoxanthins zustande kommt. Da 
beim Pressen oder Quetschen der Federn keinerlei Anderung ihres Farb- 
tons auftritt, so ist ein farbenerzeugender Strukturfaktor, der sich dem 
roten Pigment iiberlagert, hier auszuschlieBen*. Auch fiir das Vorliegen 
zusammengesetzter Verbindungen nach Art der Chromoproteide sprechen 
keine Beobachtungen. Ein Farbumschlag der Federn beim Erhitzen 
erfolgt nicht, ferner sind die Farbkérper vollkommen wasserunléslich. 
Da Rhodoxanthin keine sauren Eigenschaften besitzt®, ist ohnehin 
seine Bindung an farblose Tragersubstanzen (Proteine), die einen Wandel 


4 Vgl. O. Volker, 1. c.1 [1952]. 

5 Hier ist zu erwahnen, daB die violetten Federn der Cotingiden beim Pressen 
einen Farbumschlag nach Gelbrot zeigen, vgl. O. Vélker, I. c.4 [1952]. 

6 R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 828 [1933]. 
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Tabelle. Die angegebenen Wellenlangen in my sind die Schwerpunkte der Ab- 
sorption (Absorptionsmaxima). Auf die Angabe der kurzwelligsten Absorptions- 
bande wurde hier verzichtet, da diese in verdiinnten Lésungen schwer ablesbar ist. 
— Beobachtet mit GittermeBspektroskop nach Léwe-Schumm (C. ZeiB, Jena) 
unter Verwendung eines Kupferoxyd-Ammoniak-Filters. 





Absorptionsbanden in 
Benzin oder Hexan 


Art Federfarbe 





Megaloprepia magnifica 

septentrionalis 3 .... Rot 52% 489 
Megaloprepia magnifica 

OWNS ves ew (3) a Rot 522 488 
Ptilinopus perousiti 3... Purpurrot 52% 448 
Ptilinopus superbus 3. . . Violett 5: 48s 
Ptilinopus hyogaster 3. . Violett 5: 488 
Ptilinopus solomonensis 

MUONS Bs ss es Violett 518 482 
Ptilinopus monachus 3* Blau 518 486 








Rhodoxanthin aus 
Taxus baccata ..... Reiner Farbstoff 524 489 





* Die chromatographische Reinigung der Lésung muBte wegen zu geringer 
Farbstoffmenge unterbleiben. 


der Farbe erkliren kénnten, sehr unwahrscheinlich. Ebensowenig 
sprechen experimentelle Befunde fiir ein Gemisch zweier Farbstoffe, 
eines roten und eines blauen, deren addierende Wirkung Violett er- 
geben wiirde. 

Dagegen Jit sich durch Adsorption des Rhodoxanthins an ge- 
eigneten Adsorbenzien die gesamte natiirliche Farbenskala dieser Federn, 
von Rot iiber Violett bis Blau, nachahmen. Es ergibt sich eine Reihe 
von Adsorptionsfarben, die fiir Rhodoxanthin spezifisch ist, wie sich 
beim Vergleich mit anderen roten Carotinoiden (Lycopin, Capsanthin, 
Astaxanthin) herausstellte. So haftet das Rhodoxanthin vor allem an 
wasserhaltigen Silikaten, besonders eindrucksvoll an Talkum, aus 
Benzin-Benzolgemischen mit tief violetter Farbe, die jener der Federn 
vollig gleicht. Bei der Verwendung von Benzol als Lésungsmittel wird 
der Farbton der Adsorbate nach Blau verschoben. 

Zur Erzeugung der verschiedenen Adsorptionsfarben diente chromatogra- 
phisch gereinigtes Rhodoxanthin aus Taxus baccata. 

An Rohrzucker, Calciumcarbonat, Calciumoxyd, Calciumphosphat (sek.). 
Kieselgur und Kieselgel haftet der Farbstoff aus Benzin mehr oder minder fest mit 
rosaroter Farbe und ist mit alkoholhaltigem Benzin eluierbar. 

An Magnesiumoxyd, Calciumhydroxyd, Calciumsulfat und Zinkcarbonat ist 
die Farbe aus Benzin mehr rotviolett, an Aluminiumoxyd (stand.) violett- 
rotstichig. Elution erfolgt in allen Fillen. 

Von Kaolin und Bleicherde (Merck) wird Rhodoxanthin aus Benzin mit tief 
purpurroter Farbe, aus Benzol mit tief violetter Farbe adsorbiert. Auch hier 
gelingt die Elution mit alkoholhaltigem Benzin. 

An Talkum haftet die Benzinlésung des Rhodoxanthins sehr stark mit tief 
violetter, aus Benzol mit tief violett-blauer Farbe. Unter Farbumschlag 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 290 15 





296 Otto Volker, Bd. 280 (1952) 


nach Rot ist das Rhodoxanthin auch aus diesen Adsorptionsbindungen mit 
alkoholhaltigem Benzin wieder eluierbar. Das Zugeben verdiinnter Alkalien allein 
bewirkt einen Farbumschlag nach Rot, der mit verdiinnter Mineralsiure wieder 
riickgangig zu machen ist. 

Ubertriigt man aus Analogiegriinden diese Verhiltnisse auf die 
Federn, indem man eine Adsorption des Rhodoxanthins an der stark 


verkieselten Hornmasse der Feder annimmt, die Farben Purpurrot- 


Violett-Blau demzufolge also Adsorptionsfarben des Rho- 
doxanthins an der Feder darstellen, so erklaren sich alle Er- 
scheinungen an diesen Federn widerspruchsfrei, die zuvor unverstandlich 
bleiben muBten. Es ist jedoch einzusehen, daB ein derartiger Vorgang 
der Farbstoffadsorption am Substrat der Feder sich natiirlich nur 
wahrend des Verhornungsprozesses im Rahmen der Federentwicklung 
abzuspielen vermag. Im Hinblick auf die artlichen Verschiedenheiten 
in der Zusammensetzung der Feder-Keratine ist es sehr wahrscheinlich, 
daB sich diese auf die Adsorption des Rhodoxanthins auswirken und eine 
jeweils verschiedene Adsorptionsfarbe zur Folge haben. Dabei bleibt 
zunichst dahingestellt, wie weit die starke Verkieselung der Federn bei 
diesen Adsorptionserscheinungen mit im Spiele ist’. Hier mu allerdings 
betont werden, daB die Adsorptionsfarbe des Rhodoxanthins an Kiesel- 
gur oder Kieselgel keine Besonderheit bietet, da es hier mit rosaroter 
Farbe festgehalten wird. 

Ein interessantes Farbenspiel, das diese Federn zeigen, von G6tz® 
als erstem beobachtet, ohne allerdings eine Erklarung dafiir gegeben zu 
haben, wird nunmehr verstindlich: In verdiinnten Alkalien geben die 
violetten Federn etwa von Pt. suwperbus und besonders scharf und augen- 
blicklich die blauen von Pt. monachus einen Farbumschlag nach Rot. 
Die urspriingliche Federfarbe kehrt jedoch wieder beim Auswaschen 
des Alkalis mit Wasser oder beim Eintragen der.Federn in verdiinnte 
Mineralsiure. Im Neutralen und Sauren bleibt somit die violette und 
blaue Adsorptionsfarbe erhalten, im Alkalischen wird sie zerstort, 
was sich im Auftreten der roten Farbe des Rhodoxanthins zu er- 
kennen gibt. Da hierbei keine Elution des Pigments erfolgt, so ist 
der Vorgang des Farbumschlags beliebig oft wiederholbar. Erst beim 
Zufiigen von Alkohol geht der Farbstoff in Loésung. Rhodoxanthin- 
adsorbate an Talkum zeigen unter diesen Bedingungen genau dasselbe 
Farbenspiel. — Tragt man violette Federn in Methanol oder Pyridin ein, 
so schligt die Farbe nach Rot um und das Pigment geht nach einiger 
Zeit — im Pyridin erst beim Erwirmen — mit der fiir Rhodoxanthin 
charakteristischen Farbe in Losung (Elution). La8t man die in diesen 
Lésungsmitteln rot gewordenen Federn wieder lufttrocken werden, so 


7 Bekanntlich findet sich in den Vogelfedern in betrachtlicher Menge Kiesel- 
sdure als esterartige Verbindung. So enthalt die Asche aus den groBen Schwung- 
federn der Ringeltauben bis zu 77% SiO,, vgl. K. A. u. U. R. Hofmann, An- 
organische Chemie, 13. Aufl., Braunschweig 1949. 

' 8 W.H. J. Gotz, Verh. Ornith. Ges. Bay. 16, 193 [1925]. 
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kehrt das urspriingliche Violett wieder. In den blauen Federn hingegen 
haftet der Farbstoff starker, da hier erst bei der Einwirkung von Alkalien 
der entsprechende Farbumschlag nach Rot zu erzielen ist. 

Die Nahrung der Ptilinopodinae besteht in der Freiheit wie bei den 
Cotingiden iiberwiegend aus Friichten und Beeren. Wenn wir auch iiber 
die einzelnen Bestandteile der Kost noch immer sehr mangelhaft unter- 


‘ richtet sind, so ist dennoch die Annahme sehr naheliegend, da8 hier ein 


rotes Carotinoid, das Rhodoxanthin, mit der Pflanzennahrung auf- 
genommen, als solches in unverandertem Zustand in der Feder wieder 
zur Ablagerung kommt. 

Die Isolierung von Rhodoxanthin aus Federn ist in Vorbereitung. 

Nachdem sich die roten Lipochrome der einheimischen Voégel als 
ungeeignet fiir analytische Zwecke erwiesen haben, scheint nunmehr 
die Biochemie und Physiologie roten Lipochroms in der Klasse der Végel 
an diesen aus der Ferne herbeigeholten Objekten wie Laniarius, 
Phoenicircus und Ptilinopus ihrer Losung naiher zu kommen. 

Wiederum schulde ich Herrn Prof. E. Stresemann, Berlin, herzlichen Dank 


fiir die bereitwilligste Uberlassung sehr wertvoller Objekte. Der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die Gewahrung einer Sachbeihilfe. 


Zusammenfassung 


Die roten, violetten und blauen Federn der Ptilinopodinae (FlaumfuB- 
tauben) sind alle rhodoxanthinhaltig. Die violette bis blaue Feder- 
farbung sind verschiedene Adsorptionsfarben des Rhodoxanthins am 
Keratin der Federn. Dies wird verstandlich durch die spezifische Eigen- 
schaft dieses Carotinoids, an Silikaten Adsorbate von violetter bis blauer 
Farbe zu bilden. 





M. Behrens und M. Taubert, Bd. 290 (1952) 


Gewinnung einzelner Leukozytenarten des Blutes 
II. Mitteilung 


Eosinophile Leukozyten 
Von 
M. Behrens und M. Taubert 


Aus dem Physiol.-chem. Institut und der Medizinischen Poliklinik der Medizinischen Akademie’ 
tieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1952) 


Die Zahl der eosinophilen Leukozyten im peripheren Blut zeigt 
bei den verschiedensten Krankheiten Abweichungen von der Norm!. 
Sie unterliegt vegetativen Einfliissen® und steigt besonders wahrend 
Sensibilisierung mit artfremdem EiweiB*. Aus dem zahlenmaBigen 
Verhalten der Eosinophilen werden in der praktischen Medizin in vielen 
Fallen diagnostische und prognostische Schliisse gezogen. In neuerer 
Zeit haben die Eosinophilen ein besonderes Interesse gefunden, nach 
dem man erkannte, da8 ihre Zahl als Test fiir die Nebennierenrinden- 
funktion benutzt werden kann*. Unter dem EinfluB des Nierenrinden- 
hormons Cortison schwinden die Eosinophilen im Blut. Es ist anzu- 
nehmen, da8 unter diesem hormonalen Einflu8 besondere Enzyme 
wirksam werden, worauf besonders Laves® hingewiesen hat. 

Nach allem kann kein Zweifel dariiber bestehen, da die Eosino- 
philen bzw. die in ihnen enthaltenen Stoffe biologisch von groBer Be- 
deutung sind. Trotz der grofen Zahl von Arbeiten, die sich mit dem 
Problem der Eosinophilen beschaftigen, weiS man itiber deren Inhalts- 
stoffe und damit ihre Funktion im Organismus so gut wie nichts. Sie 
sind der chemischen Untersuchung nicht ohne weiteres zuganglich. — 
Bei dieser Sachlage erschien es uns zweckmaBig und aussichtsreich, die 
Methoden der Zellen- und Gewebetrennung einzusetzen, um die Eosino- 
philen in gréBerer Menge zu gewinnen und sie so der chemischen Unter- 
suchung zuginglich zu machen. Auf diesem Wege ist es uns kirzlich 
gelungen, den Nachweis zu erbringen, daf die basophilen Leukozyten 
Heparin enthalten®. Uber die chemischen Inhaltsstoffe der Eosino- 
philen liegen zur Zeit nur Vermutungen vor. Neumann?’ und Petry® 
haben sich vor ungefahr 50 Jahren mit der Chemie der Eosinophilen 
beschaftigt. Sie kamen zu dem Ergebnis, daB sie ein EiweibB-Lipoid- 


1 V. Schilling, Das Blutbild und seine klin. Verwertung. Fischer, Jena 1933. 
2 F. Hoff, Klin. Physiologie und Pathologie, Thieme 1952. . 
3 H. Schlecht, Dtsch. Arch. klin. Med. 1910, 308. 
4 Thorn u. Mitarbb., J. Amer. med. Assoc. 187, 1005 [1948]. 
5 W. Laves, Miinchner med. Wschr. 5, 210 [1951]. 
6 M. Behrens u. M. Taubert, Klin. Wschr. 30, 76 [1952]. 
7 A.Neumann, Hdb. d. Allg. Himatologie, Bd. 1, 339, Urban & Schwarzen- 
berg 1932. 
8 KE. Petry, Wien. klin. Wschr. 1908, 1336. 





Abb. 1. Eosinophile Leukozytenfraktion (geringe Verunreinigung mit Ery.). 
VergroBerung 1000-fach. May-Griinwald-Farbung. 


Abb. 2. Leukozytenmischfraktion, die vereinzelt Eosinophile enthalt. 
Vergr6Berung 1000-fach. May-Griinwald-Farbung. 
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vemisch mit relativ hohem Eisen- und Phosphorgehalt enthalten, eine 
Feststellung, die im ersten Punkt auf alle Zellen zutreffen diirfte und 
beziiglich des Eisen- und Phosphorgehaltes sicher der Uberpriifung 
bedarf. Weiter wurden die Eosinophilen in chemischer Hinsicht mit 
den Charcot-Leydenschen Kristallen in Beziehung gebracht. Die 
letzteren sollen aus den Eosinophilen entstehen und wie diese die Base 
_ Spermin enthalten®. Ein sicherer chemischer Beweis fiir diese Annahme 
liegt jedoch bislang nicht vor. ; 

In vorliegender Arbeit soll zunichst nur die Methode der Isolierung 
der Eosinophilen angegeben werden, wahrend tiber die mit ihr ge- 
wonnenen chemischen Ergebnisse spiter berichtet werden wird. 

Die Isolierungsmethode gleicht im Prinzip der in der I. Mitt. ge- 
schilderten Methode der Gewinnung der Basophilen!®. Im Gegensatz 
zu den Basophilen (0,5—1%) sind die Eosinophilen im peripheren Blut 
zahlreicher (3—5°{,) vorhanden, und es gelingt auch bedeutend leichter, 
diese abzutrennen und Praparate von nahezu 100-proz. Reinheit zu 
erhalten. Die Ausbeute ist betrachtlich héher als bei den Basophilen. 


Methode: Zu 200ccm 3,8-proz. Natriumcitratlésung ]48t man 
aus der Halsvene des Pferdes 800 ccm Blut zuflieBen. Nach Absitzen 
wird das tiberstehende Plasma mit den Leukozyten abgesaugt und bei 
2000 Touren 4 Min. zentrifugiert. Der Bodensatz wird 10-mal an der 
Zentrifuge (2000 T. — 4 Min.) mit jeweils 100 ccm physiol. NaCl-Lésung 
gewaschen. Nach dem Waschen werden die Leukozyten in 50 ccm 
physiol. NaCl-Lésung suspendiert, mit 250 ccm Aceton unter Um- 
schiitteln versetzt. 


In einem Standzylinder 148t man nun die Suspension absitzen. Danach wird 
das Uberstehende méglichst weitgehend abgegossen und der Riickstand mit 
100 cem Aceton versetzt. Dieser Vorgang wird noch einmal wiederholt. SchlieBlich 
werden die Leukozyten in 50 ccm Aceton suspendiert und in ein verschlieBbares 
Zentrifugenglas gebracht. Nach Zusatz von 15 g Na,SO, anhydric. wird der An- 
satz im verschlossenen Zentrifugenglas etwa 12 Stdn. bei wiederholtem Umschiitteln 
stehengelassen. AnschlieBend wird zentrifugiert, das Uberstehende abgegossen und 
der Bodensatz in verschlossenem Zentrifugenglas zur Trennung evtl. verklebter 
Zellen 20 Min. in einer Riittelmaschine (0,5 mm Amplitude, ca. 3000 T.) behandelt. 
Dann wird er nach Zusatz von 15 ccm Tetrachlorkohlenstoff und einem linsen- 
groBen Stiickchen Lecithin in Suspension gebracht. Nach kurzem Zentrifugieren 
wird das Uberstehende in einen 100-ccm-MeBzylinder abge gossen. Dieser Vorgang 
wird noch dreimal wiederholt. Man erhilt so etwa 60 ccm Leukozytensuspension. 
Durch Zusatz von 20—30 ccm Petrolither wird die Suspension auf ein spezif. 
Gew. (d) von 1,270 gebracht. Die suspendierten Leukozyten werden durch Zentri- 
fugieren gesammelt. Das iiberstehende klare lipoidhaltige Tetra-Petrolathergemisch 
wird fiir die weiteren benétigten Mischungen mit bestimmtem d benutzt. Durch 
wechselseitigen Zusatz von Tetra und Petrolither werden Mischungen von d 1,365, 
1,330 und 1,300 hergestellt. Mit Hilfe dieser Mischungen werden die einzelnen 
Leukozytenarten nach dem Schichtverfahren getrennt”. 

Der Leukozytenbodensatz wird in etwa 12ccm der Mischung von d 1,365 
suspendiert und auf 4 Zentrifugengliser (15 cem) verteilt. Dariiber kommen zu- 


® F. Wrede, diese Z. 165, 155 [1927]. 
10 M. Behrens u. M. Taubert, diese Z. 289, 63 [1952]. 
11M. Behrens, Abderhaldens Hdb. d. biolog. Arbeitsmethoden V, 10. II. 
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naichst 3ccm der Mischung von d 1,330 und dariiber 3 ccm der Mischung von 
d 1,300. Zum AbschluB iiberschichtet man diese Siulen fallender spezifischer Ge- 
wichte mit 0,5 ccm Petrolither. Nach Verkorken der Zentrifugenglaser wird bei 
3500 T. zentrifugiert. Dabei ordnen sich die Leukozyten nach ihrem spezif. Gew. 
in verschiedenen Schichten an. Sollten die Schichten schlecht ausgebildet sein, so 
wird mit einem diinnen, mit etwas Lecithin bestrichenen Glasstab umgeriihrt und 
abermals zentrifugiert. Zu oberst befindet sich nach dem Zentrifugieren eine Schicht 
von Ery., die durch deren rote Farbe kenntlich ist. Die darunter befindliche Schicht 
besteht aus Eosinophilen. Sie wird abgesaugt und nach Zentrifugieren (Erleich- 
terung mit wenig Petrolither) zur evtl. notwendigen, weiteren Reinigung dem- 
selben Arbeitsgang nochmals unterworfen. Bei diesem Vorgehen erhailt man die 
Eosinophilen von den anderen Leukozytenarten getrennt. Der zu erzielende Rein- 
heitsgrad betrigt nahezu 100%. Die Abb. 1 zeigt einen nach May-Griinwald 
gefarbten Ausstrich, der aus der Eos.-Fraktion hergestellt wurde, Abb. 2 einen 
gleichermaBen gefarbten Ausstrich einer Leukozytenmischfraktion. In beiden Ab- 
bildungen treten die Eosinophilen dunkelgefarbt deutlich hervor. 


Zusammenfassung 
Es wird eine auf den Prinzipien der-Zellen- und Gewebetrennung 
beruhende Methode zur Gewinnung der Eosinophilen aus dem Blut 


beschrieben. Mit Hilfe der angegebenen Methode gelingt es, bei giinstiger 
Ausbeute fast 100-proz. reine eosinophile Leukozyten zu erhalten. 


Zur Physiologie des 14C-radioaktiven Mescalins im Tierversuch 
IL. Mitteilung 
Verteilung der Radioaktivitit in den Organen in Abhingigkeit yon der Zeit 
Von 


Wolfram Block, Katharina Block und Bernh. Patzig~ 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung, Abt. Konstitutionsforschung, Marburg (Lahn) 
Leiter: Dr. Bernh. Patzig ‘ 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8, Mai 1952) 


Injiziert man einer Maus radioaktives Mescalinsulfat, so scheidet sie 
innerhalb von 40 Stdn. etwa 80° der Droge als unverandertes Mescalin 
im Harn wieder aus. Der Rest von etwa 20° erscheint zum gréoBten Teil 
als Trimethoxyphenylessigsiure. Diese Ergebnisse wurden ausfihrlich 
in der ersten Mitteilung beschrieben. Die Maus kommt damit dem Ver- 
halten des menschlichen Organismus bei Mescalinbelastung sehr nahe. 
In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir, wie sich die Droge in den 
einzelnen Organen der Maus in Abhangigkeit von der Zeit verteilt, und 
ob fiir die Verteilung iiberwiegend die Gesetze der Diffusion gelten oder 
Affinitéten bestimmter Organe zu dem Gifte bestehen. Wir erwar- 
teten gréBere Mengen Mescalin in der Leber und den Nieren, aber auch 
im Gehirn. Ferner war anzunehmen, daB der Mescalinblutspiegel kurz 
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Abb. 1. Bestimmung der Aktivitaét der einzelnen Organe von Mausen nach i. p.-In- 
jektion von 14C-radioaktivem Mescalinsulfat. 
Abszisse: Zeit in Stunden. 


Ordinate: Prozente der gesamten injizierten Aktivitét. Die ausgezogenen 
Kurven geben die wiedergefundene Aktivitat der einzelnen Organe in Prozenten 
der gesamten injizierten Aktivitat an. Die gestrichelten Kurven geben die 
spezifische Aktivitét der Organe an. (Absolute Impulse in der Min./mg Feucht- 
gewebe.) Der genaue MaBstab ist der Ubersicht halber nicht aufgetragen, jedoch 
ist an den Spitzen der Strichkurven die gréBte absolute Impulszahl angegeben. 
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nach der Injektion héhere Werte aufweisen werde, die dann kontinuier- 
lich und im Verhaltnis zur Ausscheidung gegen Null limitieren wiirden. 
Die experimentelle Antwort war tiberraschend und ergab ein anderes — 
Bild. 

Ergebnisse 

Die einzelnen Organversuche wurden mit je 3—4 Mausen ausgefihrt. 
Die Aufarbeitung der Organe bis zum Messen der Aktivititen ist im — 
experimentellen Teil beschrieben. 

Die in den Kurven der Abb. 1 aufgetragenen Werte stellen Mittel- 
werte dar, die zwischen den einzelnen Tieren, die méglichst aus dem- 
selben Wurf stammten, bis auf zwei Ausnahmen um + 10% schwankten. 

Da alle Kurven im gleichen MaSstab wiedergegeben sind, sind sie 
untereinander vergleichbar. Sie lassen vor allem die sofort nach der In- 
jektion auftretenden groBen Mengen an Mescalin in der Leber und den 
Nieren erkennen. Auch die meisten anderen Organe und KoOrperteile 
folgen diesem Kurvenzug, wenn auch in anderen GréBenordnungen. Be- 
sonders auffallig sind die auBerst geringen Werte der Gehirn- und 
Riickenmarksubstanz, die sogar noch unter denen der Knochen liegen, 
sowie die merkwiirdigen Blutaktivitaéiten, welche die zu erwartende 
Grenze beim Vergleich mit anderen Organen bei weitem nicht erreichen. 
Die Analyse ergab zudem, daf hier als Ausnahme die gemessene 
Aktivitét zu einem grofen Teil auf Trimethoxyphenylessigsdure 
zurickzufiihren ist (~ 50°/,). Die Aktivititen verbleiben auf einem 
verhaltnismaiBig konstanten Niveau, &m erst nach 6 Stdn. schneller 
auf Null abzufallen. Bei diesem Ergebnis taucht die Frage nach dem 
bevorzugten Transportweg des intraperitoneal applizierten Giftes auf. 
Die Messungen deuten auf den Lymphweg neben dem Blutweg hin. 

Bei der Aufteilung des Blutes in Zellen und Serum erscheint bei den 
Blutzellen in der 4.—6. Stde. eine beim Gesamtblut erst angedeutete Er- 
hohung voll ausgepragt. Sie kann aber nicht nur das durch Diffusion 
langsam in die Zellen gelangte und ebenso langsam wieder -eliminierte 
Mescalin anzeigen. Von diesem Gesichtspunkt aus diirfte die erste Kurven- 
spitze der Biutkurve nach 15 Min. nicht wieder abfallen. Wir versuchen 
zur Zeit, hierfiir sowie fiir die auBerordentlich hohen Werte der spezifi- 
schen Aktivititen der Schilddriise und der Hoden und fiir die zeitliche 
Verschiebung, eine Erklirung zu finden. 

Die zeitliche Verschiebung der Héchstwerte dieser Organe, die in den 
Kurven der Abb. 1 nicht klar ausgeprigt erscheint, kommt in Abb. 2 
besser zum Ausdruck. 

Der Hoden erreicht eine hohe spezifische Aktivitét, deren Kurven- - 
bild zwei etwa gleichhohe Spitzen zu verschiedenen Zeiten aufweist. Die 
zweite Spitze tritt erst nach verhiltnismaBig langer Zeit in Erscheinung. 
Besonders hinzuweisen ist auf die gleiche GréBenordnung der hohen 
spezifischen Aktivitait der Leber und der der Hoden nach 8 Stdn. und 


dariiber hinaus. 
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Vergleicht man auf diese Weise die einzelnen Kurvenformen zeitlich 
miteinander, so erscheint es wahrscheinlicher, in einzelnen Fallen nicht 
nur eine fortschreitende Diffusion des Mescalins in das Gewebe, son- 
dern auch eine aktive Beteiligung mancher Organe an diesem Vorgang 
annehmen zu miissen, sei es in hemmender (Schilddriise) oder fér- 


6000 =~ 


J/min 
5000 


Abb. 2. Héchstwerte der 
spezifischen Aktivitaten der 
einzelnen Organe der Maus 
inAbhangigkeit von der Zeit. 
Ordinate = Berechnete Im- 
pulse in der Minute pro 

mg Feuchtgewebe. 
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dernder (Hoden) und konservierender Hinsicht. Hieraus wollen wir 
vorlaufig keine weiteren Schliisse ziehen. 

In allen Fallen wurde mit der Isotopenverdiinnungsmethode durch 
Tragerzusatz, Pikratdarstellung und Umkristallisieren festgestellt, da8 
tatsichlich der gréBte Teil der Radioaktivitiét vom Mescalin herrihrt. 
Die Leber und besonders die Nieren weisen neben Mescalin auch 
Trimethoxyphenylessigsiure auf, die jedoch in den anderen Organen 
an der Grenze der Nachweisméglichkeit liegt. 

Abb. 3 zeigt die Summe der Aktivititen aller gemessenen Organe, 
angegeben in % der injizierten Aktivitit. Der Gipfel liegt nicht bei 100%, 
da Haut, gesamter Magen-Darmtrakt und Blase in die Untersuchungen 
nicht mit einbezogen wurden. 





234 Wolfram Block, Katharina Block u. Bernh. Patzig Bd. 290 (1952) 





Abb. 3. Aktivitét aller gemes- 
senen Organe in % in Abhangig- 
keit von der Zeit. 






































Diskussion 

In der Literatur sind Versuche mit Mescalin beim Menschen oft be- 
schrieben worden’ **. Sie wurden von uns in Selbstversuchen nach- 
gepriift. Da das Auftreten der Halluzinationen, ihr Héhepunkt und das 
Abklingen jedoch keineswegs zeitlich mit den erhaltenen Héchstwerten 
von Mescalin im Gehirn und in den anderen Organen zusammenfiallt, ist 
es denkbar, da8 die Auslésung der Halluzinationen nicht nur durch das 
Mescalin als solches erfolgt, sondern durch bestimmte Ein- oder Umbau- 
produkte, deren Bildung Zeit erfordert. Eine andere Méglichkeit, die 
zeitliche Verschiebung des Eintrittes der Halluzinationen zu erklaren, wire 
der verzégerte Mescalineintritt in bestimmte Hirnteile oder Zellareale, 
den wir aber bei der Maus nicht untersuchen konnten. Auch langsam ab- 
laufende Diffusionsvorginge innerhalb der Zelle selbst konnten in Be- 
tracht gezogen werden. , 

DaB bestimmte Stoffe auch in geringster Konzentration’ halluzinatorisch 
wirksam sein kénnen, bewies die Auffindung des Lysergsaure-diathylamids (A. Hof- 
mann*5), einem synthetisch umgewandelten Alkaloid des Mutterkornes, das beim 
Menschen in Gaben von 20—60 y Halluzinationen hervorruft, die mit denen ver- 
gleichbar sind, die durch 300—500 mg Mescalin erzeugt werden. Diese Vergiftung 
verlauft jedoch weitgehend ohne die zu Beginn einer Mescalinvergiftung auftreten- 
den recht unangenehmen und listigen Sensationen (Nausea, Spasmen)*. 

Aus mehreren Griinden méchten wir eine zeitliche Konkordanz 
zwischen Versuchen beim Menschen und beim Tier zum mindesten 


1 K. Beringer, Der Mescalinrausch. J. Springer, Berlin 1927. 

2 J. Delay u. H. P. Gérard, L’Encephale 37, 196 [1948]. 

3 Siehe weitere Literatur in der I. Mitteilung, diese Z. 290, 160 [1952]. 

4 W. A. Stoll, Schweiz. Arch. Neurol. Psychiatrie, Bd. LX [1947]. 

5 A.M. Becker, Wiener Z. Nervenheilk. Grenzgebiete Bd. II, Heft 4 [1949]. 

* Der Firma Sandoz A.-G., Basel, danken wir fiir die Uberlassung von 
Lysergsiure-diathylamid. 
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groBenordnungsmaBig annehmen. Es sind dafiir geniigend Beispiele vor- 
handen. Der Einwand, daB unsere Versuche an Miauseorganen durch- 
gefiihrt wurden und somit keine Riickschliisse auf den Menschen zu- 
lassen, erscheint uns, besonders auch im Hinblick auf das Gehirn, nur in- 
- gofern zu Recht zu bestehen, als er fiir die Verteilung des Giftes in diesem 
Organ zutrifft. Das Gehirn als Ganzes dagegen diirfte sich in seinem 
Speicherungsvermégen fiir das Alkaloid, unter Einbeziehung des Zeit- 
faktors, ahnlich dem menschlichen verhalten. Beobachtet man eine 
mescalinisierte Maus, so sind die Zeiten der ersten nach auBen durch 
Spasmen sichtbaren Vergiftungsphase zeitlich gut mit den beim 
Menschenversuch ablaufenden Vorgangen in Einklang zu bringen. Uber 
die zweite halluzinatorische Phase sind keine exakten Aussagen mdglich. 
Eine chemisch dem Mescalin ahnliche Substanz, die im Verlaufe der Ver- 
giftung aus diesem hervorgegangen sein kénnte, fiir die Auslosung der 
Halluzinationen verantwortlich zu machen, erscheint wenig wahr- 
scheinlich, da eine Vielzahl solcher Stoffe besonders im Hinblick auf ihre 
krampferzeugenden Wirkungen synthetisiert und getestet wurden, ohne 
daB Halluzinationen auftraten’. Will man iiberhaupt einen anderen 
Stoff als das reine Mescalinmolekiil fiir diese besondere Wirkung verant- 
wortlich machen, so kann man vielleicht eine Bindung des Mescalins an 
kérpereigene Stoffe annehmen. Unsere laufenden Arbeiten haben in- 
zwischen eine radioaktive Substanz in der Leber auffinden lassen, iiber 
deren Natur und Nachweis in der III. Mitteilung berichtet werden wird. 

Die geringe Mescalinaufnahme des Gehirns méchten wir im Ver- 
gleich zu allen anderen Organen durch den besonderen Schutz dieses 
Organs gegen Stoffe verschiedenster Art erkliren. Dieser Schutz ist die 
in ihrer Wirkung noch nicht zu tibersehende Blut-Hirnschranke. Dies 
geht auch aus Isotopenversuchen mit anderen Substanzen hervor® *. Es 
ware interessant, mit iahnlicher Versuchstechnik die Vielzahl der im Zen- 
tralnervensystem angreifenden Medikamente (Narkotika, Schlafmittel) 
durchzutesten, schon im Hinblick darauf, was wirklich von diesen Stoffen 
an den Erfolgsort gelangt. 


Beschreibung der Versuche 


Zu allen Versuchen wurden 25g schwere mannliche Mause ver- 
wandt, die etwa 3 Monate alt waren. Es wurden jeweils 2 mg radioaktives 
Mescalinsulfat intraperitoneal injiziert, entspr. 11,94 wC. Nach den an- 
gegebenen Zeiten wurden die Tiere durch Decapitation getétet, die Organe 
in méglichst kurzer Zeit herausprapariert und sofort nach dem Abspiilen 
in physiologischer Kochsalzlésung zum Abstoppen saimtlicher Reaktionen 


6 G.Condrau, Acta Psychiat. Neurol. 24,9 [1949]. 

? Hjort, Lawell, Randall u. Beer, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 92, 283 
{1948}. 

8 R.W. Schayer, J. biol. Chemistry 189, 301 [1951]. 

®° F. Roeder, **P im Nervensystem, Verlag Muster-Schmidt, Gottingen. 





236 Physiologie des C-radioaktiven Mescalins im Tierversuch II Bd. 290 (1952) 


in fliissige Luft gegeben und gewogen. Nach dem Eintrocknen im Vaku- 
umexsikkator tiber Phosphorpentoxyd bei 2°C wurden die Organe im 
Achatmérser pulverisiert. Da ein sehr aktives Mescalinsulfat benutzt 
wurde, konnte ohne Extraktion und der dadurch bedingten Fehler 
(siehe 1. Mitt.) ein aliquoter Teil des Organpulvers direkt zu Barium. 
carbonat verbrannt werden. Die Messung der Aktivitit erfolgte mit einem 
Glimmerfensterzihlrohr auf Aluminiumplittchen in gleichmiBiger 
Schichtdicke. Zur Erlangung gleichmaBiger Schichtdicken auf den 
Plattchen erwies sich bei der Herstellung von Bariumcarbonatnieder- 
schlagen die von Amerikanern angegebene Aufschliémmung in 95-proz. 
Alkohol als gut geeignet?®. 

Bei den 12 und 16 Stdn. nach der Injektion getéteten Tieren gingen 
wir bei der Aufarbeitung der Organe dazu tiber, das Organpulver direkt 
zu messen. Anderenfalls lagen die durch den Blindwert bedingten Fehler 
bei der geringen Impulszahl des Bariumcarbonates, auch wenn in ,,un- 
endlicher Schichtdicke“ gemessen wiirde, weit tiber denen, die durch die 
wechselnde Selbstabsorption der verschiedenen Organpulver bedingt 
wurden. Die gemessenen Werte wurden in jedem Fall, auch bei den 
Bariumcarbonatmessungen, zur kurvenmaBigen Auswertung in die in den 
feuchten Organen tatsiichlich vorhandenen absoluten Impulse/Min. um. 
gerechnet. . 


Herrn Prof. Dr. F. Lynen, Miinchen, méchten wir wiederum fiir anregende 
Diskussionen danken. 


Zusammenfassung 


Es wurde die Verteilung von 14C-radioaktivem Mescalin in den 
Organen der Maus in Abhingigkeit von der Zeit untersucht. Hierbei 
ergaben sich kurze Zeit nach der Injektion in Leber und Nieren die héch- 
sten Werte, wahrend in Gehirn und Riickenmark entgegen der Erwartung 
fast kein Mescalin gefunden wurde. Blutkérperchen und Plasma wiesen 
nur verhialtnismaBig geringe Aktivititen auf, die zudem im Laufe der 
Vergiftung weit geringere Schwankungen zeigten, als die, der Organe. 
In Schilddriise und Hoden traten zeitliche Verschiebungen der Mescalin- 
aufnahme und -Abgabe auf, die besprochen wurden. 


10 Tsotopic Carbon, John Wiley & Sons, Inc. New York 1949. — 
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Uber die Beteiligung des wachsenden 
und konsolidierten Hirschgeweihes am Phosphatstoffwechsel 
Ein Beitrag zur Kenntnis des Geweihwachstums 


Von 
Karl Bernhard und Georg Brubacher 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Base! 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mai 1952 


Hirschen wiichst jedes Jahr ein Geweih, das mit fortschreitendem 
Alter ein wesentliches Ausma8 erreichen kann. Diese periodische Leistung 
vollzieht sich innerhalb eines gut tibersehbaren Zeitraumes von einigen 
Monaten und kann in anatomisch-histologischer Hinsicht als Knochen- 
wachstum aufgefaBt werden!. Die Blutversorgung erfolgt dabei durch 
ein GefiB-System, das im sog. Bast liegt, welcher das wachsende Geweih 
als fein behaarter Uberzug umgibt und nach seiner Konsolidierung 
abgefegt wird. 

Es schien uns von Interesse, Einblicke in diesen vom physiologisch- 
chemischen Standpunkte aus kaum untersuchtenVorgang zu gewinnen. 
Wir gingen dabei vorerst weniger von der Absicht aus, Aufnahme bzw. 
Bereitstellung der dazu notwendigen Reserven an Cat+ und PO,~- ~~ 
kennen zu lernen, als vielmehr die Beteiligung dieses im Wachstum 
begriffenen Organes am Mineralstoffwechsel, insbesondere im Ver- 
gleich zum bereits ausgebildeten Knochen des Skelettes zu priifen. 
Unsere Untersuchungen betreffen Aufnahme und Verteilung von ver- 
abfolztem Phosphat. Der Knochen der meisten Saugetiere besteht im 
Mittel aus 35,19 Calcium und 47,594 PO,. Arbeiten von Hevesy 
und Mitarbb.? hatten ergeben, daB nach Verabreichung radioaktiven 
Phosphates ein groBer Teil desselben im Skelette nachweisbar ist und 
auch fir dieses Organ dynamische Gleichgewichte vorherrschen. 

Wir injizierten einem zweijihrigen Damhirsch (A), dessen Geweih 
sich seit 104 Tagen in der Phase des Aufbaues befand und aus Augen- 
sproB, MittelsproB und zweigabliger Schaufel bestand, intramuskular 
®P als Phosphat. Ein anderes, einjahriges Tier (B) wurde einige Monate 
spiter analog behandelt. Sein bereits gefegtes Geweih beschrankte 
sich auf zwei SpieBe mit Andeutung je eines Augen- resp. Mittelsprosses. 
Beide Damhirsche wurden 1314 Stdn. nach der Injektion erschossen. 
Wir trennten nach erfolgtem Ausbluten die wesentlichsten Organe ab, 
deren Gewichte aus der Tab. 1 hervorgehen Die nicht direkt meBbaren 
Anteile der Muskulatur und des Blutes berechneten wir auf Grund 
ihrer erfahrungsmaBig festgestellten Beteiligung von 40 bzw. 7,7°% am 
Gesamtkérpergewicht. 


1G. B. Wislocki, Amer. J. Anatomy 71, 371 [1942]; G. B. Wislocki, 
H. L. Weatherford u. M. Singer, Anatom. Rec. 99, 265 [1947]; C. M. Waldo, 
G. B. Wislocki u. D. W. Fawcett, Anatom. Rec. 84, 27 [1949]. 

2 G. Hevesy, Radioactive Indicators, Interscience Publ. New York 1948. 
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Tab. 1. Gewichte der Organe usw. 





Hirsch A Hirsch B 





Gewicht % des Gewicht % des 
in g Gesamtgewichtes in g Gesamtgewichtes 
3020 6,85 2430 7,48 
727 1,65 453 1,39 

92 0,21 66 0,20 
243 0,55 191 0,59 
935 2,12 2,31 
560 1,27 2,42 
773* 1,76 2 0,92 
100 0,23 0,18 
219 0,50 0,60 
ieee 49 0,11 0,13 
Skelett . . . . |ca. 8000 18,20 R 22,50 
Geweih. .. . 692 | 1,57 : 0,14 


Total .... | 15410 | 35,02 r 38,86 
* nicht vollig ausgeblutet. 




















Von allen Anteilen bestimmten wir die Aktivitaét und den Phosphor- 
gehalt. Die Ergebnisse zeigen die folgenden Tabellen, wobei zuerst die 
das Geweih betreffenden Befunde genannt sind, diejenigen fiir die 
inneren Organe folgen und schlieBlich Analysen einiger Skelettproben 


angefiihrt werden. 

Die rechte Geweihhilfte des Tieres A wurde nach Abtrennung des 
Bastes in einzelne Zonen aufgeteilt, wobei wir einige scheibenformige 
Querschnitte zur Erstellung eines Radiogrammes benotigten. Dariiber 
gedenken wir an anderer Stelle zu berichten. Aktivitét und P-Gehalte 
der analysierten Proben der linken Geweihhalfte sind aus der Tab. 2 
ersichtlich. Beim Damhirsch B gelangte die rechte-Geweihhalfte zur 


Tab. 2. Aktivitaét und P-Gehalt der linken Geweihhialfte -von Tier A 
und der rechten Geweihhalfte von Tier B nach Abschalung des Bastes. 





Untersuchte Proben Phosphorgehalt Aktivitat 
: Gewicht ; , total] relativ 
Bezeichnung gP | 9 in ig | inme | apesif. 








Tier A 
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Untersuchung, wobei Proben des Os parietale und Os frontale ein- 
bezogen wurden (Tab. 2). 

Die Untersuchungen der Organe betrafen Leber, Niere, Herz, 
Magen, Darm, Lunge, Milz, Gehirn und Testes (vgl. Tab. 3), diejenigen 
des Skelettes Knochenproben aus dem Os frontale und parietale, dem 
Unter- und Oberkiefer, einer Rippe samt zugehorigem Wirbel, dem 
Schulterblatt, dem Gelenkkopf, der Epiphyse und Diaphyse des Femurs 
usw. (vgl. Tab: 4). Auch das GebiB wurde gepriift (vgl. Tab. 5), indem 


Tab. 3. Aktivitat und P-Gehalt der Organe der Damhirsche A und B. 





Phosphorgehalt Aktivitat 


ee ; ” relativ 
vo = in wC/g | gpezif. 











0,39 0,81 1,03 
0,26 0,47 0,89 
0,21 0,31 0,73 
0,14 0,20 0,73 
0,13 0,16 0,60 
0,19 0,18 0,49 
0,26 0,30 0,56 
0,35 0,013 0,018 
0,16 0,25 0,80 


0,37 0,94 
0,27 0,54 
0,16 0,36 
0,13 0,25 
0,13 0,19 
0,24 0,26 
0,25 0,29 
0,35 0,016 
0,20 0,12 














Tab. 4. Aktivitat und P-Gehalt verschiedener Skeletteile der Damhirsche A und B. 





Aktivitat 





Phosphor : 
in 9/ ’ relativ 

(3) ‘/ ‘ 
in uC/g | spezif. 


Proben von 








Tier A 
Rosenstock ....... 7,27 0,50 0,034 
Os frontale , 0,41 0,022 
Os parietale ...... 0,33 0,017 
Unterkiefer 0,23 0,011 
Oberkiefer (Spongiosa) . . 1,40 0,074 
Diaphyse verschiedener_ . 

Rohrenknochen ... . 0,087 0,0038 
Rippe und Wirbel. . . . 0,72 0,041 
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Tab, 4 (Fortsetzung) 











- ; Aktivitat 
' 10sphor 
Proben von in J |i. C/g relativ 
MMIS | spezif. 
Tier B 
Rosenstock ....... 8,13 0,24 0,014 
Os frontale ....... 9,13 0,15 0,008 
Os parietale ...... 9,45 0,17 0,008 
Unterkiefer ....... 10,90 0,60 0,026 
Oberkiefer (Spongiosa) . . 8,62 0,84 0,046 
Schulterblatt ...... 7,90 0,23 0,014 
Gelenkkopf des Femurs . 5,92 0,44 0,035 
Epiphyse des Femurs . . 6,44 0,63 0,046 
Diaphyse des Femurs . . 7,56 0,17 0,011 
0,33 0,022 








Rippe und Wirbel. . . . 6,88 





Tab. 5. Aktivitaét und P-Gehalt der Zahne der Damhirsche A und B. 




















. Aktivitat 
Untersuchtes Material —o ‘ relativ 
i in wC/g spezif. 
Tier A 
Backenzahne 
des Oberkiefers . .. . 14,40 0,20 0,007 
Schneidezahne 
des Oberkiefers ... . 13,65 0,099 0,0036 
Tier B 
Praformierte Backenzahne . 
loos 13,38 1,13 0,039 
exope me «5 5s 6 «6 13,20 1,29 0,045 
Milch-Backenzahne Re 
lor) ie 11,55 0,14 0,0057 
Eee 6. sk 6 * 12,90 0,12 0,0044 
Schneidezahne 
SoS) ee 13,15 0,214 0,0076 
ct) Ci 14,13 0,087 0,0029 


wir sowohl einige Schneide- als auch Backenzahne nach sorgfaltiger 
Reinigung in der fiir das Skelett angegebenen Weise verarbeiteten. 


SchlieBlich wurden Hautstiicke und Blut- und Harnproben kontrolliert_ 


(Tab. 6). 


Wir versuchten, das verabreichte Phosphat auch im Auge nach- 
zuweisen und haben bei beiden Tieren durch Punktion das Kammer- 
wasser gewonnen und den Glaskérper herauspriapariert. Es sei dies- 


beziiglich. auf Tab. 7 verwiesen. 








tod tw et 
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Tab. 6. Aktivitét und P-Gehalt der Muskulatur, Haut usw. von Dambirsch A und B. 
































































Phosphorgehalt Aktivitat 
Proben von . 
a A in wC/g | relativ spezif. 
Tier A 
Muskulatur . . 39,4 0,22 0,15 0,34 
AUG 6) se 2! > 1,63 0,054 0,06 | 0,55 
Skelett . . .. 640—720 8—9 — | 0,074—0,0038 
MAM. Soa! ae ~- =<0,006 0,011 =0,9 
Me ao Gee es 0,77 0,023 0,051 | 1,11 
Tier B | 
Muskulatur . . 28,6 0,22 0,18 | 0,38 
MEAD! 5: 3) eee 2,2 0,091 0,11 | 0,71 
Skelett . . . . |etwa5l0—580 etwa 7—8 - | 0,046—0,0077 
PARTE 5, “5 6 ks — etwa 90,0013 | 0,004 | 1,6 
BHG 2s 4 eat 0,63 H 0,023 0,055 A 
Tab. 7. Aktivitét von Glaskérpern, Kammerwasser und Linsen beider H irsche. 
| Gewicht | Aktivitat 
g | in wC/g 
| | 
Tier A | | 
Glaskérper beider Augen . 20,75 0,014 
Kammerwasser beider Augen . . | 0,86 0,021 
Linsen beider Augen. .... . | 3,19 | 0,007 
Tier B | | 
Glaskorper I ae 8,10 0,008 
Glaskérper II. ..... . | 6,57 | 0,007 
Kammerwasser beider Augei | 1,70 | 0,011 
Linsen beider Augen . : 2,83 | 0,010 


Beschreibung der Versuche 
Aufarbeitung der Organe 


Zumeist zerkleinerten wir das gesamte Organ in einer Fleischhackmaschine 
bzw. in einem Turmix und erwarmten dann 1—10g des auf diese Weise vollig 
homogenisierten Materials in einem Kjeldahlkolben mit 20—100 ccm konz. Schwefel- 
siure bis zum Auftreten weiBer Nebel. AnschlieBend fiigten wir tropfenweise konz. 
Salpetersiure unter weiterem Erwarmen hinzu, brachten schlieBlich die fast farblos 
gewordene Fliissigkeit in einen MaBkolben und fiillten bis zur Marke mit Wasser auf. 


Die Skelett- und Geweihproben zerkleinerten wir durch Zersagen oder mittels 
eines MeiBels, trockneten sie in Aceton oder befreiten sie durch Extraktion mit 
Ather von anhaftendem Fett bzw. Mark. Mengen von 5—40 g solchen Materials 
wurden wie erwihnt im Veraschungskolben mit konz. Schwefelsaure behandelt. 
Es waren dabei gréBere Mengen derselben notwendig, um das sich bildende Calcium- 
sulfat in Lésung zu halten. Nach Beendigung des Aufschlusses wurde mit Wasser 
verdiinnt und vom sich ausscheidenden Gips abfiltriert. Diesen Niederschlag haben 
wir mehrere Male mit heiBer verd. Salzsiure ausgewaschen und die Waschwasser 
zusammen mit den Filtraten auf ein bekanntes Volumen gebracht. 
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Bestimmung der Aktivitat 

Einen aliquoten Teil dieser AufschluBlosungen, enthaltend 10—20 mg P, 
fallten wir in der Kalte mit Magnesiamixtur und Ammoniak und filtrierten den 
Niederschlag ab. Er wurde mit verd. Ammoniak gewaschen, mit Alkohol und Ather 
behandelt und bei 45° zur Gewichtskonstanz gebracht. Einen bestimmten Anteil 
des so erhaltenen MgNH,PO,-6H,O verwendeten wir zur Aktivitatsmessung 
mittels eines Geiger-Miiller- Rohrs (Tracerlab TGC-2) und eines MeBgerats Tracerlab 
64-Scaler. Bei phosphatarmen AufschluBlésungen fiigten wir vor der Fallung eine 
abgewogene Menge gewéhnlichen Phosphates als Trager hinzu. 

Als Standard diente bei allen Messungen eine analog hergestellte Probe von 
Magnesiumammoniumphosphat, bei der wir von einem aliquoten Teil der zur In- 
jektion verwendeten **P-Lésung ausgingen. 


Bestimmung des Phosphorgehaltes 


Es gelangte das Verfahren von Roth*® zur Anwendung, wonach mit Am- 
moniummolybdat und Eikonogen Molybdanblau hergestellt und dieses kolori- 
metriert wird. Wir beniitzten dabei das Beckmansche Spektralphotometer 
Modell B. Die fiir einen mittleren P-Gehalt von 0,1— 0,5°% in Betracht zu ziehenden 
Fehler betrugen auf Grund von Modellversuchen +2~- 4°, 


Berechnung der spezifischen Aktivitat 

Durch Division der ermittelten Aktivitét durch den Phosphorgehalt erhalt 
man die spezifische Aktivitat, d. h. den Gehalt an aktivem Phosphor pro Gewichts- 
einheit des Gesamtphosphors: «C**P/mg Gesamt-P. Um zu Vergleichswerten zu 
gelangen, haben wir diese GréBe durch die pro Gewichtseinheit dem Versuchstier 
injizierte **P-Menge dividiert und diesen Wert als relative spezifische Aktivitit 
bezeichnet. Die so berechneten Werte sind auf etwa -+-10°, genau. 

Tierversuche 

Der Damhirsch A (geb. am 15. 8.49) im Gewichte von 44,0 kg erhielt am 
27.7. 51 um 17.50 Uhr durch intramuskulaire Injektion in einen hinteren Ober- 
schenkel physiologischer Kochsalzlésung zugefiigtes Phosphat, enthaltend 
8,9 mC®2P. In Abstinden von 20, 160 und 280 Min. entnahmen wir den Extremi- 
titenvenen Blutproben (2—5 cem). Die Punktierung der Blase (post mortem) ergab 
36 com Harn. Den Inhalt des Verdauungstraktus haben wir nicht gewogen. 

Dem Hirsch B, geb. am 10. 6. 50, "welcher ram 28.8. 51 sein Geweih gefegt 

hatte, applizierten wir in analoger Weise am 6. 11. 51 um 20.20 Uhr Phosphat, ent- 
haltend 7 mC® P. Blutprobene: entnahmen erfolgten nach 20 resp. 320 Min. Um 
1.40 Uhr konnte eine Harnprobe aufgefangen w verden. Aus der Blase erhielten wir 
weitere 125 ccm Harn. Der Inhalt des Verdauungstraktus wog bei diesem Tier 
3’490 g oder 10,7% des Korpergewichtes (32,5 kg). 


Diskussion der Ergebnisse 


Das in intensivem Wachstum befindliche Geweih des Tieres A 
lieB eine von den Enden, d. h. dem SchaufelsproB bis zur Mitte reichende 
starke Aktivitaét erkennen. Der Gesamt-P-Gehalt ist in diesen Partier 
noch gering, er nimmt gegen die Geweih-Basis (Stange, Rosenstock) 
ausgesprochen zu. Es kommt dies in der graphischen Darstellung 
(Abb. 1) deutlich zum Ausdruck. Dabei miissen wir erwahnen, dab 
das Geweih schon durch kurze Lagerung leichter wurde und im Zeit- 
punkt der Untersuchung etwa einen Drittel seines Gewichtes durch 
Feuchtigkeitsverluste eingebiiBt hatte. Die spezifische Aktivitat wird 


3 Siehe F. Pregl-H. Roth, Quantitative organische Mikroanalyse, 5. Aufl., 
S. 165 [1947]. 
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10g ¢ 
Geweih- Schaufele Stange mit Mittelspro£ u. AugensproB Rosenstock 
spitze sproB 
Abb. 1. Verteilung der relativen spezif. Aktivitat (—-—-—) und des Gesamt- 
phosphors ( ) im Geweih von Hirsch A 


dadurch aber nicht beriihrt. Fiir die rechte Geweihhalfte und einige 
anschlieBende Teile ergab sich folgendes Bild: 


relat. spezif. Aktivitat 
SchaufelsproB, Spitze ............ 0.64 
0.84 
0,49 
INCHED a koe aS ee, 0,49—0,3 
Basis. . ee eer 0.30—0,25 
Stange: Schaufel bis MittelsproB Sy Bhi 0,25—0,094 
MittelsproB . . . Ae rare 0,089 
Stange: Mittel- bis AugensproB Pe a ree 0,094—0,045 
AugensproB ee : a ae 0.038 
Grenze gegen Rosenstock . eae ee ey 0,041 
LAD G1S) 0 2 ee ee 0,034 
ROE ANGUUMIC GP ef a Sms Gwe & eS 0,022 
Oe paneUMers G6 204 aku ose hee a es 0,017 


Bei der Messung der Aktivitaét des Bastes ergaben sich Schwierig- 
keiten, indem bei seinem niedrigen P-Gehalt auch nur sehr geringe 
anhaftende Anteile angrenzenden Knochengewebes stark stérten. Wir 
fanden fiir die relative spezif. Aktivitaét Werte von 0,59, 0,40, 0,35 
und 0,26. 

Aus diesen Untersuchungen geht jedenfalls mit aller Deutlichkeit 
hervor, wie intensiv das im Wachstum begriffene Geweih am Phosphat- 
austausch teilnimmt und eine relative spezif. Aktivitaét aufweist, wie 
sie etwa im Herz oder in der Niere vorhanden ist und nur von der Leber 
iibertroffen wird. Die gré8te Phosphateinlagerung treffen wir im 
SchaufelsproB unterhalb der Geweihspitze. 

16* 
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Beim zweiten Hirsch lieB sich das Gegenteil feststellen: Sein bereits 
gefegtes, konsolidiertes Geweih zeigt in seinen Spitzen eine kaum meB- 
bare Aktivitiit, welche indessen gegen die Basis zunahm. 

relat. spezif. Aktivitat 


Geweih-Spitze ca. 0,00005 


Geweih-Mitte 0,0002 
Geweih-Basis 0,0012 ; 
0,014 


Rosenstock 

Dieses Geweih beteiligt sich praktisch kaum mehr am Phosphat- 
stoffwechsel, stellt also kein wachsendes Gebilde mit charakteristisch 
gesteigerter Phosphataufnahme dar; seine Aktivitaét bleibt auch stark 
hinter derjenigen des Skelettes zuriick. 

Von den inneren Organen wies, wie zu erwarten war, die Leber die 
héchste relative spezifische Aktivitit auf. Es folgen Niere, Herz, Magen 
und schlieBlich mit untereinander wenig verschiedenen Aktivitéten 
Darm, Lunge und Milz. Das Gehirn beteiligt sich am Phosphatstoff- 
wechsel nur in einem sehr geringen AusmaBe in Analogie zu den Be- 
funden iiber den Umsatz der Lipide in diesem Organ. 

Unsere ermittelten Daten sind bei beiden Versuchen, d.h. bei 
Hirsch A und B sehr ahnlich, mit Ausnahme der stark unterschiedlichen 
Werte ftir die Testes. , 

Das Knochengewebe wies, verglichen mit den untersuchten Organen, 
eine geringe relative spezifische Aktivitaét, aber eine bemerkenswerte 
totale Aktivitaét auf und es geht ganz deutlich hervor, daB auch der 
Knochen nicht ein ruhendes, stoffwechselmaéBig inertes Gebilde dar- 
stellt, vielmehr dauernd P aufnimmt und abgibt, also umgebaut wird. 

Die offenbar ausgebildeten Backenzihne des Hirsches A zeigten 
nur sehr mafige relative spezifische Aktivititen. Letztere entsprachen 
groBenordnungsmaBbig etwa denjenigen des Os parietale und frontale. 
Das Tier B besaB teilweise noch ein Milchgebi®B mit nur sehr gering- 
fiigiger Aktivitaét. Die darunter liegenden Backenzihne beteiligten sich 
indessen als wachsende Gebilde intensiver an der Phosphataufnahme, 
indem bei solchen Proben gemessene Aktivitaéten um eine Zehherpotenz 
hdher lagen. Die ausgebildeten Schneidezihne verhielten sich wie bei 
Tier A. Auch beziiglich der Zihne konnte somit die bei im Wachstum 
befindlichen Organen und Geweben charakteristisch gesteigerte -P-Auf- 
nahme bewiesen werden. 

Die Haut zeigte bei beiden Hirschen eine verhaltnismaBig hohe 
relative spezifische Aktivitit, die derjenigen gewisser innerer Organe 
gleichkommt. 

Von den K6rperfliissigkeiten untersuchten wir Harn und Blut- 
proben. Die spezifischen Aktivitaten der ersteren waren zwar verhaltnis- 
maBig groB, doch entsprachen diesen nur sehr geringe total ausge- 
schiedene **P-Mengen, da der P-Gehalt des Harnes auferordentlich 
klein ist. Die relative spezifische Aktivitiét des Blutes ist begreiflicher- 
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weise weitgehend abhangig vom Zeitpunkt der Blutentnahme. Anstieg 
und Abfall der ersteren sind bei beiden Tieren qualitativ und quanti- 
tativ gleich. 

Hinsichtlich der Beteiligung des Auges am Phosphatstoffwechsel 
ist festzustellen, daB die beobachteten Aktivitaéten des Glaskérpers 
und Kammerwassers bei den zwei Tieren stark unterschiedlich, die- 
jenigen fiir die Linse indessen etwa analog sind, Die P-Bestimmungen 
bereiteten in diesen Substraten Schwierigkeiten. Da abweichende 
Werte gefunden wurden, haben wir auf die Berechnung der spezifischen 
Aktivitaét verzichtet. 

Unsere Messungen erlauben, die Verteilung des injizierten radio- 
aktiven Phosphors bilanzmaBig zu erfassen. Die Aufstellung der Tab. 8 
ijaBt erkennen, daB der groBte Anteil sich in der Muskulatur und im 
Tab. 8. Nach Injektion von **P in den Organen usw. wieder aufgefundene Aktivitat 
ausgedriickt in % der verabreichten Dosis. 











Organ | Tier A | Tier B 
PVON® <A Se Oy A - | 6.62 6,15 
Niere . ee 0,48 | 0,51 
ree 
MO ks ke a Bee 2,10 2,73 
Darm_ eR eR eee | 0,99 | 2,10 
MOO ns. Gs, at wee 1,59 1,09 
Milz 0,33 0.25 
ee kG a eee a Se 0,03 0,05 
MNES seers! rd Bae 4 ace G&S | 0,14 0,07 
Meralatar «6 6 ke H 30,00 33,40 
RM enn ls bee os 2,00 4,80 
Blut... Pye MAN a Na kom ene tr le 1,90 2.00 
ee ee ees se 45,90 
NGtSEME IS, 8! oot Pine Os) in eter we - 6,10 | etwa 0,006 


* Durch Differenzbildung gewonnene Werte. 


Skelett vorfindet, welch beide Gebilde gewichtsmaBig stark im Vorder- 
grund stehen. Aktivitaétsverluste durch Ausscheidungen von Phosphat 
im Harn sind in diesem Zusammenhang zu vernachlassigen, — der Harn 
von Pflanzenfressern enthalt bekanntlich praktisch kein Phosphat, 
dessen Eliminierung beinahe ausschlieBlich durch die Faeces erfolgt. — 
Wir haben dieselben bzw. den Darminhalt unserer Tiere nicht in unsere 
Untersuchung einbezogen. Da wir nur sehr geringe Mengen Phosphat 
subeutan appliziert haben, ist nicht anzunehmen, es waren im Verlaufe 
der Versuchsdauer wesentliche Quantitaéten davon in das Darm- 
lumen sezerniert worden. Die genannten Werte fiir das Skelett wurden 
durch Differenz gegen 100 erhalten, diirften aber aus den angefiihrten 
Griinden in tragbarer Annaiherung den Tatsachen entsprechen. 


Wir danken dem Direktor des Zoologischen Gartens in Base], Herrn Prof. Dr- 
H. Hediger, fiir die Erméglichung der Durchfiihrung dieser Tierversuche und 
Herrn cand. phil. H. Bruhin fiir seine dabei geleistete Mithilfe. 
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Zusammenfassung 

Wir priiften an zwei Damhirschen die Verteilung von verabreichtem 
signiertem Phosphat, um die Beteiligung des wachsenden und bereits 
konsolidierten Geweihs am Phosphatstoffwechsel kennenzulernen. Die 
Tiere wurden 13'!4 Stdn. nach Injektion von *P-Phosphat getétet, 
worauf wir die Aktivitit der meisten Organe bestimmten, indem wir 
nach Veraschung entsprechender Proben den Phosphor als Magnesium. * 
ammoniumphosphat ausfillten. 

Das wachsende Geweih zeigte vor allem in den Spitzen des Schaufel- 
sprosses eine betrichtliche, gegen die Basis abnehmende Aktivitit. 
Dieselbe tibertraf die fiir das Skelett ermittelten Werte um das 10 bis 
300-fache und entsprach etwa den Aktivitaéten der Milz, der Niere und 
des Herzens, wurde aber von derjenigen der Leber iibertroffen. 

Das ausgewachsene konsolidierte Geweih beteiligt sich kaum mehr 
am Phosphataustausch. 

Der gréBte Teil des injizierten =P wurde von Skelett und Mus- 
kulatur zuriickgehalten, sehr ahnliche Mengen (6,62 und 6,10%) von 
der Leber und dem wachsenden Geweih, wahrend das Gehirn nur einen 
geringen Anteil aufwies. 

Die Aktivitatsmessungen und P-Bestimmungen wurden auch auf 
Teile des Gebisses und des Auges (Linse, Glaskérper, Kammerwasser) 
ausgedehnt. 


Uber die Aldehyde der Glycerinphosphatide 
des Skelett- und Herzmuskels 
Von 
E. Klenk, W. Stoffel und H. J. Eggers 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6In , 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1952) 
Nervengewebe und Muskulatur gehéren, wie schon Feulgen und 
Behrens! gezeigt haben, zu den Gewebsarten, deren Glycerinphospha- 
tide besonders reich an héheren Aldehyden sind. Nachdem vor kurzem 
die Aldehyde der Gehirnphosphatide von Leupold? untersucht wurden, 
haben wir nun eine Untersuchung der Aldehyde der Muskelphosphatide 
durchgefiihrt. Es sollte versucht werden, auch die quantitative Zu- 
sammensetzung des Aldehydgemischs zu ermitteln, um damit den Ver- 
gleich mit. der Zusammensetzung des Fettsiuregemischs der Ester: 
phosphatide zu ermoglichen. 
Sowohl aus den Glycerinphosphatiden des Skelett- wie auch des 
Herzmuskels lieB sich das Aldehydgemisch in der iiblichen Weise in 


“1 R. Feulgen u. M. Behrens, diese Z. 256, 15 [1938]. 
2 F. Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. 
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Form der Dimethylacetale praktisch quantitativ gewinnen. Die aus den 
Acetalen in Freiheit gesetzten Aldehyde wurden mit Silberoxyd in die 
Fettsiuren tibergefiihrt und deren Methylester im Vakuum fraktioniert 
destilliert (Tab. 1). 
Tab. 1. Zusammensetzung des durch Oxydation der Aldehyde gewonnenen 
Fettsiuregemischs in °, der Gesamtfettsduren. 


| 14 | ( 6 | Cig 








Skelettmuskel (Pferd) . 14 7 39 
Herzmuskel (Rind) 4 y 2 24 


Ebenso wie in den Gehirnphosphatiden fehlen auch hier die Aldehyde 
der in den Esterphosphatiden in relativ groBen Mengen vorkommenden 
ungesattigten Cy»- und C,,-Sauren. Das Gemisch besteht in beiden Fallen 
der Hauptsache nach aus gesattigten C,,- und C,,-Aldehyden. 

Feulgen und Mitarbb.® erhielten aus Pferdefleischphosphatiden 
durch Wasserdampfdestillation eine Substanz, die ganz tiberwiegend aus 
Palmitinaldehyd bestand. In dem von uns aus Pferdefleisch gewonnenen 
Aldehydgemisch waren ohne Zweifel reichliche Mengen Stearinaldehyd 
vorhanden. Es mag sein, daB bei der Wasserdampfdestillation vorwiegend 
Palmitinaldehyd tibergeht, oder aber dai die Zusammensetzung des 
Aldehydgemischs im Pferdefleisch nicht als konstant angesehen werden 
kann. 

Ungesattigte Aldehyde sind nur in verhaltnismaBig kleinen Mengen 
vorhanden. Es handelt sich vorwiegend um ein Octadecenal. Die Ver- 
suchsergebnisse sprechen auch ftir das Vorhandensein eines Hexadecenals. 
Jedoch gelang es nicht, das letztere mit Sicherheit nachzuweisen. 

Da Leupold in den Gehirnphosphatiden unter den ungesattigten 
Aldehyden neben A9- auch A'-Octadecenal aufgefunden hat, haben wir 
unsere Praparate auf das Vorkommen dieses Aldehyds besonders gepriift. 
Bei der Ozonidspaltung der C,,-Fraktionen wurde als einzige Dicarbon- 
siure Azelainsiure gewonnen. Daraus ergibt sich, daB A'-Octadecenal 
fehlt und daB in den Herz- und Skelettmuskelphosphatiden offensichtlich 
als einziger ungesattigter C,,-Aldehyd A®-Octadecenal vorkommt. 

Die hier untersuchten Organphosphatide enthalten demnach nur die 
Aldehyde der in den Saéugetierfetten am haufigsten vorkommenden Fett- 
siuren (Palmitin-, Stearin-, Olsiure neben kleinen Mengen von Myristin- 
und Hexadecensiiure). Es scheint, da8 sich das Vorkommen des A!!- 
Octadecenals auf die Phosphatide des Nervengewebes beschrankt. 


A. Die Aldehyde der Skelettmuskelphosphatide 
(experimentell bearbeitet von W. Stoffel*) 
Als Ausgangsmaterial wurde von Blut, Fett und Bindegewebe befreites, 
schlachtfrisches, noch nicht abgehangenes Pferdefleisch verwendet. Weitere Auf- 
arbeitung des durch die Fleischhackmaschine zerkleinerten und mit Aceton ent- 


~ R. Feulgen, K. Imhauser u. M. Behrens, diese Z. 180, 161 [1929]. 
* Auszug aus der Dissertat. von W. Stoffel, Koln 1952. 
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wasserten Materials zur Gewinnung der Glycerinphosphatide und der daraus 
abgespaltenen Dimethylacetale nach Klenk und Friedrichs*. Einengen der 
groBen Mengen Chloroform-Methanol-Extrakte mit Hilfe eines Vakuum-Umlauf- 
verdampfers unter méglichst schonenden Bedingungen. Auflésen der Phosphatide 
in Ather, Abtrennung des Atherunléslichen Sphingomyelins und Ausfallung der 
Glycerinphosphatide mit Accton aus der stark eingeengten atherischen Loésung 
mehrere Male wiederholt. Vereinigung der durch Extraktion mit Aceton und mit 
Chloroform-Methanol gewonnenen Phosphatidfraktionen. . 
Zur Aufarbeitung kamen 5 verschiedene Ansatze. Das Fleisch stammte teils 
von Rennpferden (a und c), teils von Ackerpferden (b, d und e). Zusammenstellung 
der Ausbeuten und des Plasmalgehalts in Tab. 2 


Tab. 2. Ausbeute an Phosphatiden und Dimethylacetalen. 








Frischgewicht in kg 50 





Glycerinphosphatide 
Menge in g baer il 232 
Plasmalgehalt in “07 oo - 7,20 





Dimethylacetal 
ber.Menge ing ...| — -- 5,4 16,7 
isolierte Menge in g. . | 2,4 | of 2,2 4,8 16,0 
Plasmalgehalt in %* . | 112 | 100 116 112 102 

* Nach Waelsch-Leupold® (siehe auch Klenk u. Friedrichs‘). Als 

Testsubstanz diente reines Dimethylacetalgemisch aus Gehirn. 








16 g Dimethylacetale in der 30-fachen Menge Eisessig gelést, nach Stehen- 
lassen tiber Nacht bei 37° mit demselben Volumen Wasser verdiinnt und die freien 
Aldehyde mit Petrolather ausgeschiittelt. Aldehyde nach Asinger® mit Silberoxyd 
zu den Fettsaiuren oxydiert, wobei jedoch die alkalische Lésung zur Freisetzung der 
Fettsiuren nicht mit Salpeter-, sondern mit 20-proz. Schwefelsiure angesauert 
wurde. Ausb. 15,0 g. Aquiv.-Gew. gef. 274,6 (276,5). Plasmalgehalt 2,14 (1,78)%. 
Substanz also praktisch frei von Aldehyden bzw. Dimethylacetalen. Daraus Me- 
thylester dargestellt und diese (13,5 g) in einem Fraktionierapparat (mit kleinen 
Drahtnetzsatteln gefiillte Kolonne, Lange 50cm) mit folgendem Ergebnis bei 
10- mm Hg fraktioniert destilliert: s. Tab. 3. 

Bei der Jodzahlbestimmung der Me thylester wurden fiir die Fraktionen Werte 
erhalten, die zwischen 18,2 und 72,4 schwankten. Infolge eines Verséhens bei der 
Bestimmung sind die gefundenen Werte zu hoch, so daB auf die Wiedergabe im 
einzelnen verzichtet werden mu. 

Die C,,-Saiuren. Die aus 2,5 g der vereinigten Fr. 2—3 erhaltenen freien 
Sauren wurden in Aceton gelést und aus der Lésung die satan Fettsauren 
bei —5 bzw. —20° ausgefroren, wobei man nach dem Absaugen der ausgefallenen 
gesattigten Anteile mit einem Filtrierstabchen das Filtrat vor erneuter Kiihlung bis 
auf ein passendes kleineres Volumen einengte. 1,9 g. Schmp. 59—60°. Aquiv.-Gew. 
gef. 254,9 (254,0); C,,H,.0, ber.: 256.3. Es handelt sich hier um praktisch reine 
Palmitinsdure. 

Aus dem Filtrat nach Abdampfen des Lésungsmittels erhaltene Fraktion der 
ungesattigten Fettsiuren: 0,15 g. Schwach gelbes Ol. Jodzahl gef. 74,3 (71,9). 


‘ E. Klenk u. E. Friedrichs, diese Z., im Druck. 

5 G. Ehrlich, H. E. Taylor u. H. Waelsch, J. biol. Chemistry 173, 547 
[1948]; F. Leupold, diese Z. 285, 216 [1950]. 

° F. Asinger, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 656 [1942]. 
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Tab. 3. Ergebnis der fraktionierten Destillation des Fettsduregemischs. 





Methylester hydrierte freie Saure 





. Aquiv.- 
Menge Rohprodukte aus Aceton umkrist. Schmp. r,t 
g Schmp. Aquiv.-Gew. | Schmp. Aquiv.-Gew. 








48° 
} 5RO** 
54° 


} 67—68° 
283.7 | 69,29 284,3 
} 69° 


a ee ee 


bo to & Or OX & 








SCSooR Ree 








* Kolonnenriickstand 0,8 g. Kolbenriickstand 1,5 g. 
** Mischschmelzpunkt mit Palmitinsiure 59—60°. 


CigHg902 ber. 99,5; C,,H4O, ber. 89,5. Hydrierte Saure. Schmp. 53—54°. Aquiv.- 
Gew. gef. 280 (275). Es liegt demnach ein Gemisch von C,,- und C,,-Saéuren vor. 
Das Vorhandensein kleiner Mengen einer Hexacosensaure ist wahrscheinlich. 

Die C,g Sauren. 2,5 g der vereinigten Fr. 5—7 (Fr. 8 wurde fiir die Hy- 
drierung vollig verbraucht) wurden, ohne die gesattigten Sauren abzutrennen, in 
Chloroform gelést und bei —5 bis —10° ozonisiert. Nach Abdestillieren des Lésungs- 
mittels spaltete man die Ozonide nach Asinger, trennte das Sauregemisch durch 
Aufnehmen in viel Petrolather, wobei die Dicarbonsauren als unléslicher Riickstand 
verbleiben, wahrend die Monocarbonsauren in Lésung gehen. 

Dicarbonsaurefraktion: 0,5 g. Schmp. 99—100°. Aus Wasser umkristallisiert, 
0,25 g. Schmp. 104°, Mischschmelzpunkt mit reiner Azelainsiure 104—105°. 
Aquiv.-Gew. gef. 94,3 (90,6). C>H,,0, ber. 94,06. Es liegt demnach praktisch reine 
Azelainsaure vor. 

Monocarbonsaurefraktion: 1,1 g. Durch Umkristallisation aus Aceton bei 0 
bzw. —15°. 0,55 g einer in weiBen, glanzenden Blattchen kristallisierten Saure. 
Schmp. 68°. Mischschmelzpunkt mit reiner Stearinsiure 68—69°. Aquiv.-Gew. gef. 
283,2 (284,2); C,gH3.0,. ber. 284,3. Es handelt sich demnach um Stearinsaure. Auf 
die Isolierung der in Lésung verbliebenen niederen Monocarbonsauren (Pelargon- 
siure) muBte infolge der geringen Substanzmenge verzichtet werden. 


Tab. 4. Menge der Methylester in g*. 





' Summe 
be) 


g | in % 
1,30 14,2 
4,35 47,3 





0,91 : 
0,89 | 1, ’ 0,76 














| 
0,85 {1,5 | 0,8 | 0,2 | 0,2 | 3,55 | 38,5 


* Der Berechnung wurden die Aquiv.-Gewichte der umkristallisierten hy- 
drierten Saéuren zu Grunde gelegt, da den nicht umkristallisierten Fraktionen an- 
scheinend noch Spuren von Unverseifbarem beigemengt waren. 


B. Die Aldehyde der Herzmuskelphosphatide 
(experimentell bearbeitet von H. J. Eggers?) 


Darstellung der Glycerinphosphatide und der Dimethylacetale wie unter A 
beschrieben. 


t Auszug aus der Dissertat. von H. J. Eggers, Heidelberg 1952. 
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Tab. 5. Ausbeute an Phosphatiden und Dimethylacetalen. 








Frischgewicht in kg 








Glycerinphosphatide 
Menge ing .... 
Plasmalgehalt in °% . 





Dimethylacetale 
ber. Menge in g 
isolierte Menge in g. 
Plasmalgehalt in % . 


* Der Wert ist zu niedrig, da die Bestimmung nicht mit dem frischen Phos- 
phatidpraparat, sondern mit einer infolge langen Stehenlassens schon weitgehend 
verinderten Probe ausgefiihrt wurde. 


Aus 26g Dimethylacetalen wurden wie unter A 20g Fettsaiuren erhalten. 
Infolge des verhaltnismaBig hohen Plasmalgehaltes (5°%) loste man die Fettsauren 
in Methanol, machte die Lésung mit methanolischer NaOH alkalisch und schiittelte 
die Dimethylacetale mit Petrolither aus. Die aus den zuriickgewonnenen unver- 
anderten Dimethylacetalen (1 g) wieder in Freiheit gesetzten Aldehyde wurden 
erneut mit Silberoxyd nach Asinger oxydiert und die so gewonnenen Fettsauren 
mit der aus den Seifen zuriickgewonnenen Hauptmenge vereinigt. Ausb. 19,5 g. 
Die Plasmalreaktion war jetzt negativ. 

Das Ergebnis der sich anschlieBenden fraktionierten Destillation der Methyl- 
ester im Vakuum zeigt Tab. 6. 


Tab. 6. Ergebnis der fraktionierten Destillation des Estergemischs. 





hydrierte freie Saiuren 





Methylester 
Menge Jodz. 2ohprodukte nach Umkrist. aus Aceton 





4 Schmp. Aquiv.-Gew. Schmp. Aquiv.-Gew. 





1,95 2 47° 248,< 48,0° .246,6 
2,28 afi 51° 251,8 52—52,5° ‘  254,9 
2,19 * 50,5—51° 258,; 53° 254,4 
2,04 2,6 258, 53° 255,1 
2,09 4 5é 26 56—56,5° 257,0 
2,16 iby 54,5—55 264,6 54° 259,4 
2,03 i 5 266.7. 55,5° 260,7 
1,53 215 274,¢ 58—58,5° 270,5 
1,46 25,¢ 60,5—61° 278,3 68° 282,1 











CRAMP ww 


Die Cy,-Sauren. Wie aus Tab. 6 ersichtlich, bestehen die Fr. 1—7 vorwiegend 
aus Cj,-Sauren. Auffallenderweise fiihrte keine der Fraktionen bei der Hydrierung 
zu reiner Palmitinsaure. Die héchstschmelzende Fraktion (Fr. 5) schmolz noch 6,5° 
niedriger als reine Palmitinsaure. Es ist.anzunehmen, daB die schlechte Trennbarkeit 
des Estergemischs trotz Verwendung eines gut wirksamen Fraktionierapparates 
auf die Anwesenheit von geringen Mengen ungerader, durch Kettenverkiirzung 
bei der Oxydation mit Silberoxyd aus den C,,- und C,,-Aldehyden entstandener 
Homologen (Cj, und (,,) zuriickzufiihren ist. Mischschmelzpunkt der umkristalli- 
sierten Saure von Fr. 5 mit Palmitinsiure 59,5°. 
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Zur Gewinnung der vorhandenen kleinen Mengen ungesattigter Sauren ver- 
einigte man die fiir die Hydrierung nicht verbrauchten Anteile der Fr. 2—5 (7,1 g). 
Trennung durch Tiefkihlkristallisation bei Temperaturen von —20°, —30° und 

8 yal 

Fraktion der gesattigten Fettsauren. Nochmals aus Aceton umkristallisiert. 
Schmp. 54°. Aquiv.-Gew. gef. 255,5 (258,1). : 

Fraktion der ungesattigten Fettsiuren. 0,80 g. Olige Substanz. Jodz. gef. 46. 
Die Fraktion enthalt demnach noch betrachtliche Mengen gesattigter Sauren. 
Daraus festes Hydrierungsprodukt, Schmp. 46°. Aquiv.-Gew. gef. 254,3 (253). 
Offensichtlich liegt ein Gemisch von C,,—C),-Sauren vor. Auf Grund dieses Er- 
gebnisses ist das Vorhandensein einer Hexadecensdure noch nicht als endgiiltig 
bewiesen anzusehen. 

Die C,,-Sauren. Mischschmelzpunkt der umkristallisierten hydrierten Saure 
von Fr. 9 mit Stearinséure 68,5°. Mischschmelzpunkt mit Palmitinsiure 56°. Es 
handelt sich also um praktisch reine Stearinséiure. Obgleich in Fr. 8 nicht unbe - 
trichtliche Mengen C,,-Sauren enthalten waren, wurde — um fiir die weitere Unter- 
suchung gentigende Substanzmengen zu erhalten — der nicht hydrierte Anteil mit 
Fr. 9 vereinigt. Daraus erhaltene freie Sauren wie oben durch Tiefkihlkristallisation 
in gesattigte und ungesattigte Fettsaiuren getrennt. 5 

Fraktion der g. xittigten Fettsiuren. Schmp. 58°. Aquiv.-Gew. gef. 275,3 
(274,1). Jodz. gef. 11. 

Fraktion der ungesattigten Fettsiuren. 0,62 g. Jodz. gef. 63. Substanz in 
Chloroformlésung bei —10° ozonisiert, Losungsmittel im Vakuum vorsichtig ab- 
gedampft, Ozonid in Eisessig (35 ccm) gelést, 2 ccm Perhydrol zugefiigt und im 
Wasserbad bei 35° gespalten. Nach 72-stdg. Stehenlassen bei 35° Eisessig im Vakuum 
bei 70° abdestilliert. Riickstand mit Petrolather ausgekocht und die ungelést zu- 
riickbleibende Dicarbonsaurefraktion aus Wasser umkristallisiert. 73 mg. Schmp. 
105°. Mischschmelzpunkt mit reiner Azelainséure 105,5°. Aquiv.-Gew. gef. 98,1 
(98,8). Es handelt sich also um praktisch reine Azelainsaure. 

Auf die Isolierung der als Spaltprodukte auftretenden Monocarbonsiuren 
muBte infolge der geringen Substanzmengen verzichtet werden. 


Tab. 7. Menge der Methvlester in g. 





Summe 





Cy, | 0,50 | 0,31 
Cig | 1,45 | 1,97 | 2,19 | 2.04 | 1.66 | 1.45 | 1.21 | 0,50 | 0,27 


a 0.44 | 0,71 | 0,82 | 1,03 | 1,18 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Aus den Glycerinphosphatiden von Pferdefleisch und Rinderherz 
lieBen sich die hoheren Aldehyde in Form der Dimethylacetale praktisch 
quantitativ isolieren. Das Aldehydgemisch bestand in beiden Fallen aus 

vi» Cyg- und (,,-Aldehyden. Unter den nur in kleinen Mengen vor- 
kommenden ungesittigten Aldehyden findet sich A*-Octadecenal. Es 
fehlt das in den Gehirnphosphatiden auBerdem vorkommer‘e 1!!- 
Octadecenal. 
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Antituberkulare Wirkung ungesattigter Fettstoffe in vitro * 
Von 
Giinther Weitzel 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) 
der Max-Planck- Gesellschaft, Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29, Mai 1952) 


Vor kurzem sprach Domagk' die Vermutung aus, ..daB sich auch 
in der Nahrung vielfach tuberkulostatisch wirksame Substanzen be- 
finden, nach denen zu suchen sich sicherlich lohnen wiirde“. Auf Grund 
arztlicher Erfahrungen bevorzugt man seit alters her bei Tuberkulose 
eine fettreiche Diat; auch im Tierversuch lieB sich zeigen, daB bei aus- 
reichender EiweiBzufuhr die Fettmast dem tuberkulésen Organismus 
eine hoéhere Widerstandskraft verleiht als die Kohlenhydratmast?. Es ist 
bis heute ungeklirt, welche in den Nahrungsfetten enthaltenen Sub- 
stanzen gegebenenfalls in vivo Tuberkelbazillen angreifen kénnten, 
wihrend die antituberkulire Wirkung von Fettstoffen in vitro bereits 
besser bekannt ist. In Erweiterung friitherer Befunde von Lijima?® 
konnten wir‘ zeigen, da8 die normalen, gesaittigten Fettsiiuren von (C, 
bis C,, gegeniiber Tuberkelbazillen eine glockenférmige Hemmungslinie 
bilden mit dem Wirkungsmaximum bei C,, und C,,. Somit liegen in vitro 
die starksten wachstumshemmenden Effekte im Bereiche der Fett- 
siuren mittlerer Kettenlainge, d. h. einer Fettsiuregruppe, die auch 
sonst in der Natur eine biologische Sonderstellung einnimmt?®. Eine Er- 
naihrungstherapie mit den Glyceriden derartiger mittlerer Fettsauren 
(Cg, Cyo, Cy2) wurde von uns versuchsweise auch am tuberkulésen Pa- 
tienten durchgefiihrt, sie erbrachte jedoch keine deutlichen therapeuti- 
schen Erfolge®. 

In der Literatur wird einer anderen Fettséure-Gruppe immer wieder anti- 
tuberkulare Wirksamkeit zugeschrieben: den ungesattigten Sauren bzw. ge- 
wissen ungesattigten Olen. Lindenberg und Pestana? fanden, daB Kulturen 
von Tuberkelbazillen und anderen Saurefesten durch eine Reihe fetter Ole im Wachs- 
tum gehemmt wurden, besonders durch Chaulmoogra-Ol, Lebertran, Leinél, Mohn- 
6l und Baumwollsamendél. Fiir diesen Effekt sollen die ungesattigten Fettsduren 
dieser Ole verantwortlich sein. Nach einer Behauptung von Liwenstein und 
Mokkhavesa' iiben Lebertran und frisches LeinGl eine stark baktericide Wirkung 
auf siurefeste Bakterien aus, beide Ole sollen in der Therapie der Tuberkulose von 
Nutzen sein. Die gleichen Autoren schreiben der Clupanodensiaure eine enorme 


Herrn Professor Dr. H. Hérlein zum 70. Geburtstag gewidmet. 
G. Domagk, Klin. Wschr. 29, 148 [1951]. 
» Weigert, Berl. klin. Wschr. 44, 1209 [1907]. 
’. lijima, Tohoku J. exp. Med, 25, 424 [1935], 
G. Weitzel u. E. Schraufstatter, diese Z., 285, 16 [1950]. 
G. Weitzel, Dtsch. Med. Wschr. 75, 1616: [1950]. 
G. Weitzel, Fette u. Seifen, 11, 670 [1950]. 
A. Lindenberg u. B. R. Pestana, Z. Immunitatsforschg. exp. Therap. 82, 
66 [1921]. 
8 KE. Lowenstein u. P. Mokkhavesa, Patologica comp. 8, 350 [1937]. 
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tuberkulostatische Wirkung in vitro zu und wollen auch einen gewissen therapeuti- 
schen Effekt im Meerschweinchenversuch gesehen haben. Eine Bestatigung dieses 
Befundes ist uns bisher nicht bekannt geworden. Clupanodonsaure findet sich im 
SardinenOl, ihre Struktur steht nicht ganz sicher fest; wahrscheinlich handelt es 
sich um eine C,,-Saure mit 5 isolierten Doppelbindungen * ?°. 

Platonov" fand, daB ungesattigte Fette, z. B. Lebertran, die Virulenz von 
Tuberkelbazillen herabsetzen und deren Wachstum verlangsamen. Impfte er Meer- 
schweinchen mit Tuberkelbazillen, die vorher in ihrer Virulenz durch Aufnahme in 
ungesattigten Fetten geschwacht worden waren, so entwickelten die Tiere nur einen 
chronischen tuberkulésen ProzeB fibrésen Charakters und zeigten erhéhte Resi- 
stenz gegen Neuinfektion. Platonov™ fordert auf Grund seiner Versuche, daB die 
héher ungesattigten Fette einen Ehrenplatz in der Diat bei Tuberkulose einnehmen 
sollten. Die fettsauren Seifen des Lebertrans hemmen aber nicht nur Tuberkel- 
bazillen, sondern auch Streptokokken, Pneumokokken, Staphylokokken und einige 
weitere Mikroorganismen im Wachstum”. Allerdings muB hier auf die Untersuchun- 
gen von Sabalitschka’*,4 und Berger hingewiesen werden, aus denen hervor- 
geht, daB die antimikrobe Wirksamkeit des Lebertrans und anderer ungesattigter 
Ole in der Hauptsache durch Oxydationsprodukte der hochungesattigten 
Sauren (Peroxyde und andere Verbindungen mit aktivem Sauerstoff) bedingt ist. 
Ganz frisch gewonnene Ole bzw. die Athylester ihrer Fettsauren haben kaum eine 
antimikrobe Wirkung; diese tritt erst auf mit dem Beginn der Autoxydation und 
wichst entsprechend der Zunahme an aktivem Sauerstoff. 

Neuerdings haben Hanel und Piller’ iiber Erfolge mit ungesattigten Fett- 
siuren bei Lungentuberkulose berichtet. Sie geben die Fettsauren in Form von 
Lebertran oder als pharmazeutische ,,Vitamin-F-Praparate‘*, welche u. a. Linol- 
und Linolensaure enthalten. Diese Autoren stiitzen sich dabei auf eine Mitteilung 
von Heilmeyer?!’, wonach Linolensiure das Wachstum von Tuberkelbazillen in 
einer Grenzverdiinnung von 1:50000 bis 1:60000 hemmen soll; leider werden 
hierzu aber keine, unter identischen Versuchsbedingungen gewonnenen Vergleichs- 
werte anderer Fettsiuren angegeben. Ungesattigte Fettsauren sollen aber auch den 
bei schwerer Lungentuberkulose haufig bestehenden Leberschaden bessern und 
damit indirekt die Abwehrkraft gegen die Infektion erhdhen?*, zumal bei unbe- 
handelter Tuberkulose das Jodbindungsvermégen des Vollblutes bzw. des Serums 
anomele Werte aufweisen soll!* 2°, 

In diesem Zusammenhang sind von besonderem Interesse die Versuche von 
Franke und Mitarbeitern”! iiber die Einwirkung ungesattigter Fettsauren auf die 
Atmung sdaurefester Bakterien (Mycobact. rubrum und Mycobact. phlei). Im Ver- 
gleich zu Stearinsdure zeigten Octadecensauren eine geringere Umsatzgeschwindig- 
keit, d. h. eine gewisse Atmungshemmung, die bei den cis-konfigurierten Formen 
stirker ausgepragt war als bei den trans-konfigurierten. Bei mehrfach ungesattigten 
Sauren nahm die Atmungshemmung mit der Zahl der Doppelbindungen zu. Zu 


9 Siehe in T. P. Hilditch, The chemical constitution of natural fats. 2. Aufl. 
London 1947, 8. 434. 
10 W. Treibs u. I. Schlegel, Pharmazie 5, 303 [1950]. 
G. Platonov, Amer. Rev. Tubercul. 21, 362 [1930]. 
J. Solomides u. A. Hirsch, Ann. Inst. Pasteur 73, 904 [1947]. 
Th. Sabalitschka, Siidd. Apoth. Ztg. 79, 672 (1939]. 
Th. Sabalitschka, Ther. Gegenw. 1950, 297. 
> U. Berger, Ther. Gegenw. 1950, 53; Z. Hyg. Infektkrankh. 130, 652 [1950]. 
F. Hanel u. S. Piller, Beitr. Klin. Tuberk. 108, 239 [1950]. 
L. Heilmeyer, Dtsch. med. Wschr. 74, 161 [1949]. 
F. Hanel, Dtsch. med. Wschr. 74, 1443 (1949). 
H. Jentgens u. H. Brede, oy med. Wschr. 92, 765 [1950]. 
B. Carletti, Minerva pediat. 1, 253 [1949], zit. n. Chem. Abstr. 45, 3936/7 
[1951]. 
21 W. Franke, Li-Tsoung Lee u. D. Kibat, Biochem. Z. 319, 263 [1949]. 
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ahnlichen Ergebnissen kamen Bergstrém und Mitarbeiter**, welche an humanen 
Tuberkelbazillen mit der Warburg-Technik die Wirkung einiger Fettsaiuren auf die 
Sauerstoffaufnahme bestimmten und damit die wachstumshemmende Wirkung der 
gleichen Fettsauren verglichen. Olsaure, Linol- und Linolensiure erwiesen sich als 
deutlich atmungshemmend, wobei der Effekt mit der Zahl der Doppelbindungen 
zunahm. Stearinsiure war dagegen vollig inaktiv. Ob man allerdings die Ergebnisse 
derartiger Atmungsversuche ohne weiteres mit der antituberkularen Wirksamkeit 
der betreffenden Substanzen gleichsetzen kann, ist sehr fraglich. Franke und 
Mitarbb.*! weisen ausdriicklich auf den begrenzten Wert von Atmungsversuchen 
als Indikator fiir chemotherapeutische Wirksamkeit hin. 

Die Beziehungen ungesattigter Bindungen in den Fiinfringséuren des 
Chaulmoogra-Ols und in einigen unverseifbaren Fettstoffen zur antituber- 
kuliren Wirksamkeit werden weiter unten behandelt. 


Eigene Untersuchungen 

Wie aus der Literatur hervorgeht, glauben die meisten Autoren an 
eine spezifische tuberkulostatische Wirkung ungesiattigter Fette und 
Fettsdéuren. Sichere Schliisse auf die Bedeutung ungesattigter 
Bindungen fiir antituberkulire Wirksamkeit kénnen aus den 
Literaturangaben jedoch kaum gezogen werden, da die Zahl der gepriiften 
ungesattigten Verbindungen noch gering ist und es an Vergleichsver- 
suchen mit entsprechenden gesattigten Fetten fehlt. Ziel der vorliegenden 
Arbeit ist es, ungesattigte Fettstoffe in vitro auf wachstumshemmende 
Wirkung gegeniiber humanen Tuberkélbazillen zu priifen und dabei fest- 
zustellen, ob Doppelbindungen iiberhaupt spezifisch antituberkular wirk- 
sam sind und ob Konfiguration, Ort und Zahl der Doppelbindungen die 
Hemmeffekte variieren kGnnen. Besonderer Wert wurde auf vergleichen- 
de Versuche gelegt, in denen jeweils die entsprechende gesiittigte Ver- 
bindung unter identischen Versuchsbedingungen zusammen mit den 
ungesattigten gepriift wurde. Drei Gruppen ungesattigter Fettstoffe 
wurden untersucht: 1. Neutralfette natiirlicher und synthetischer Her- 
kunft, 2. freie Fettsiuren, 3. unverseifbare Fettstoffe. 

Austestung: Die Arbeitsweise war die gleiche wie in unseren 
friiheren 4:2 Untersuchungen, sie beruht auf der von Schraufstatter™! 
angegebenen Testmethode. Alle Substanzen wurden mindestens zweimal, 
meist dreimal oder 6fter an 5 humanen Stémmen und einem bovinen 
Stamm des 1/ycobacterium tuberculosis getestet. Als wirksame Grenz- 
verditinnung wird diejenige Konzentration bezeichnet, welche nach 
21-tagiger Versuchsdauer gerade noch véllige Wachstumshemmung be- 
wirkt. Die Methode liefert einwandfrei reproduzierbare Werte, welche bei 
Verwendung bekannter Testsubstanzen sich leicht zu den mit anderen 
Methoden erhaltenen Hemmungswerten in Beziehung setzen lassen. Als 
Vergleichssubstanzen benutzen wir Undecylenséure, Laurinsiure und 
andere mittlere Fettsiuren, 2-Methyl-1.4-naphthochinon, Solvoteben, 
Conteben, Streptomycin und ahnliche, allgemein bekannte Hemmstoffe. 


22'S. Bergstrom, H. Theorell u. H. Davide, Nature [London] 157, 306 
[1946]. 

23 G. Weitzel, diese Z. 288, 174 [1951]. 

24 E. Schraufstatter, Z. Hyg. Infektkrankh. 131, 318 [1950]. 
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Das Nahrmedium enthalt einen verschieden hohen Zusatz (z. B. 2°,, 5%, 
10°,,) menschlichen Serums, wodurch erkennbar wird, in welchem 
Grade jeweils die Hemmeffekte durch Serum beeinfluBt werden. 

Fast alle in vorliegender Arbeit genannten ungesattigten Verbin- 
dungen priiften wir auBerdem auf Hohnschem Eiernahrboden. Als 
Testsubstanzen verwandten wir ebenfalls Undecylensaéure, Laurinsiure, 
Solvoteben usw., so daB sich unsere auf festen und fliissigen Nahrbéden 
erhaltenen Hemmungswerte leicht untereinander vergleichen lassen. Die 
auf dem fliissigen Nahrmedium nach Schraufstatter*4 bestimmten 
wirksamen Grenzverdiinnungen liegen stets wesentlich héher als die auf 
Hohnschem Eiernahrboden gefundenen, doch treten die Wirkungsunter- 
schiede zwischen einzelnen Substanzen fast immer gleichsinnig hervor. In 
einzelnen Fallen allerdings (s.u.) vermiBt man eine Parallelitat der 
Hemmeffekte. 

Substanzen: Als Naturfette dienten handelsiibliche Praparate 
(nur frische Ware). Fiir die Reindarstellung und Uberlassung der syn- 
thetischen Glyceride und der meisten ungesattigten Sauren sind wir der 
Firma Imhausen & Co., Witten/Ruhr (insbesondere Herrn Dr. Renk- 
hoff fiir die Darstellung der ungesattigten Saéuren) sehr zu Dank ver- 
pflichtet. Ebenso danken wir der Firma Hoffmann-La Roche, 
Basel, welche uns Phytyl- und Vitamin-A-Verbindungen zur Verfiigung 
stellte. 

CH-Analysen und Kennziffern: Alle analytischen Bestim- 
mungen wurden von Frl. Dr. Fretzdorff, Medizinische Forschungs- 
anstalt, Biochemische Abteilung, ausgefiihrt, Bestimmung der Jodzahl 
bei einfach ungesattigten Fettséuren nach Margosches und Neu- 
feld?>, bei mehrfach ungesattigten Verbindungen durch Mikrohy- 
drierung nach Weygand und Werner”. Die Saurezahl der benutzten 
Neutralfette war in allen Fallen Null oder geringer als 0.2, nur Chaul- 
moogra-Ol machte eine Ausnahme. 


Ergebnisse und Diskussion 

In den folgenden Tabellen bedeuten die angebenen Hemmungs- 
werte das Tausendfache der wirksamen Grenzverdiinnung, z. B. besagt 
der Wert 30, daB nach dreiwéchiger Bebriitung das Bakterienwachstum 
gerade noch vollstaéndig gehemmt wird, wenn die betreffende Substanz 
in der Verdiinnung 1 : 30000 zugegen ist. Neben dem Stamm H 37 Rv 
und einem Typus bovinus wurden vier aus Patienten isolierte Stamme 
(A, B,C, D) benutzt. Diese reagierten stets sehr gleichmaBig, so daB 
unter A—D ihr Durchschnittswert angegeben ist. Unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen betrigt die wirksame Grenzverdiinnung fiir Unde- 
cylensdure bei Zusatz von 2°, menschlichem Serum 1 : 120000—160000, 
bei 5% Serumzusatz 1 : 60000—80000. 


25 M. Margosches u. E. Neufeld, Chem.-Ztg. 50, 210 [1926]. 
*6 C. Weygand u. A. Werner, J. prakt. Chem. 149, 330 [1937]. 
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Die Tabellen enthalten nur die auf waBrigem Naihrmedium nach der 
Methode von Schraufstitter** gewonnenen Werte, die mit Hohnschem 
Kiernihrboden erhaltenen Ergebnisse sind im Text vermerkt. Auf dem 
Eiernéhrboden liegt unter unseren Bedingungen die wirksame Grenz- 
verdiinnung der Undecylensiure nach vierwéchiger Bebriitung gréBen- 
ordnungsmiBig um mehr als eine Zehnerpotenz niedriger, etwa_ bei 
1: 4000 bis 1 : 6000. 

Die in Tab. 1 zusammengestellten natiirlichen Fette haben alle eine 
deutliche, aber recht geringe wachstumshemmende Wirkung gegeniiber 
Tuberkelbazillen in vitro. Die Hemmeffekte hingen offenbar kaum mit 
der chemischen Struktur der jeweiligen Fettsiurekomponenten zusam- 
men, z. B. ist ein Einflu8 der Kettenlange nicht zu erkennen. Fiir die 
Fragestellung vorliegender Arbeit ist von Wichtigkeit, daB Fette mit 
geringer Jodzahl (z. B. Kokosfett) sich praktisch nicht von denen mit 
hoher Jodzahl (z. B. Lebertran, Lein6l) unterscheiden. Das in der Volks- 
medizin gegen Tuberkulose angewandte Hundefett hebt sich ebenfalls 
nicht heraus. Um vor Filschungen sicher zu sein, stellten wir uns das 
benutzte Hundefett selbst her. Lediglich Chaulmoogra-O1 weicht in ge- 
ringem MaBe von den anderen Naturfetten ab. Deutlich starker wirksam 
ist jedoch ein freie Siiuren enthaltendes Chaulmoogra-Ol (Saurezahl 3, 9); 
zweifellos ist dies auf den geringen Anteil freier Chaulmoogra-Fettsiuren 
zurickzufiihren. 


Tab. 1. Tuberkulostatische Wirkung natiirlicher Fette in vitro. Die Werte bezeich- 
nen das Tausendfache der wirksamen Grenzverdiinnung. % = Serumgehalt der 


























Nahrlésung. 
| Typus humanus Typus 

Substanz Jodzahl H 37 Rv A 3) bovinus 
| 2%, | 5% | 2% | 5% | 2% | 5% 
LL 2 ae 20,0 30 20 40 20 30 15 
Kokosfett ...... 9,0 20 15 20 15 15 10 
Olivendl . . ..... 83,7 30 15 35 | -20 30 20 
Ricinusél. ...... 101,4 30 20 40 20-| 25 15 
a 100,1 20 15 20 15 15 10 
US 110,4 20 15 20 15 20 10 
0 Oo See 180,0 20 10 20 15 20 15 
Lebertran 162,0 30 20 25 20 |- 40 20 
Herings6l, poly merisie rt 79,8 30 15 40 20 30 20 
Hundefett ... . 63,4 20 15 20 15 15 10 
Chaulmoogra- Ol, sdurefrei | 98,2 50 25 60 30 50 20 

Chaulmoogra-Ol, nicht 
saurefrei, SZ = 3,91 . 97,5 120 60 160 80 120 70 














Als polymerisiertes Herings6l verwandten wir ein Produkt, wie es 
in der Fischkonservenindustrie als Speise6l seit mehr als 10 Jahren in 
Norwegen, neuerdings auch in Deutschland benutzt wird. Siehe hierzu 
die Stellungnahme von Werner®’. 


27 H. Werner, Fette u. Seifen 58, 133 [1951]. 
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Man gewinnt aus Tab. 1 den Gesamteindruck, daB Triglyceride nur 
veringe antituberkulire Effekte in vitro entfalten, auch wenn ihre Fett- 
siurekomponenten in freier Form hochwirksam sind. Zugleich sprechen 
die Hemmungswerte der Tab. 1 dagegen, da Doppelbindungen in 
Neutralfetten natiirlichen Ursprungs die tuberkulostatische Wirksam- 
keit spezifisch steigern kénnen. 

Auf Hohnschem Niahrboden zeigten Naturfette keine oder nur 
sehr schwache Hemmwirkungen gegeniiber Tuberkelbazillen. In der 
Verdiinnung 1 : 1000, der héchstgewahlten Konzentration des zugesetzten 
Fettes, war gegeniiber den Kontrollen ein Unterschied im bakteriellen 
Wachstum oft nicht zu erkennen. Nur Leinol, Lebertran, Hundefett und 
Chaulmoogra-Ol (saéurefrei) erreichten in einigen Versuchsreihen, aber 
nicht regelmaiBig, vollsténdige Hemmung des Wachstums in der Kon- 
zentration 1: 1000. 

Tab. 2. Tuberkulostatische Wirkung synthetischer Triglyceride in vitro. Die Werte 


bezeichnen das Tausendfache der wirksamen Grenzverdiinnung. °%4 = Serumgehalt 
der Nahrlésung. 





Kennziffern Typus humanus Typus 


Substanz H 37 Rv | A—_D bovinus 
SZ JZ VZ = 
2% oe 2% | 5% yay | oy, 

















Undecylen- 
sduretri- 
glycerid 0 123 | 284,1 | 30 15 40 20 30 15 

Iso-undecylen- 
sdure-tri- 
glycerid . .| 0,1 | 120 | 284,4| 30 15 35 20 30 15 

n-Undecan- 
sduretrigly- 
cerid . . . 0,2 0 | 278,3 | 30 15 30 15 30 15 

Mischglycerid 
der normalen 
Sauren Cg, 
Cae. « 1 0 2,1 | 295 20 15 25 15 25 20 

Synthesefett 
1949 (Fett- 
saduren aus 
Fischer- 
Tropsch- 
Paraffin) . .| 0 3,6 | 252,9 | 30 10 40 25 30 15 
































Fiir einige Glyceride synthetischer Herkunft zeigt Tab. 2 ein ahn- 
liches Bild wie Tab. 1 fiir Naturfette. Obwohl die synthetischen Gly- 
ceride als Séurekomponenten siimtlich die in freier Form besonders 
stark wirksamen Fettsiuren mittlerer Kettenlinge enthalten, 
sind die antituberkuliren Effekte recht gering. Auf Hohnschem Nahr- 
boden sind bei der Verdiinnung 1 : 1000 keine mit Sicherheit reprodu- 
zierbaren wachstumshemmenden Effekte gegeniiber Tuberkelbazillen 
festzustellen. Kennzeichnend ist, daB auch hier Glyceride mit hoher 
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Jodzahl, wie Undecylen- und _ Iso-undecylensiure-triglycerid, nicht 
anders wirken wie ihr Hydrierungsprodukt, das Undecansiiure-trigly- 
cerid, welches kein Jodbindungsvermégen_ besitzt. 

Tab. 3. Tuberkulostatische Wirkung ungesattigter Sauren in vitro. (Zum Vergleich 


sind Undecan- und Stearinsiure mit aufgefiihrt.) Die Werte bezeichnen das Tausend- 
fache der wirksamen Grenzverdiinnung. ° = Serumgehalt der Nahrlésung. 





| | JZ bzw. HJZ Typus humanus Typus 





Substanz Schmp. | H37Rv| A—D bovinus 


Ber. Gef. = “ ri : 
7) x4 O AO 
“/o |5 /o\_ “/o [5 /o 








Undecansiure . . . 2s 0 120 |60] 160 |80 
Undecylensaure . . 2: 38 | 136,3 | 120 |60} 160 | 80 
Stearinsiure ... if 0 40 120} 40 |20 
Olsture ..... 3,5 ¢ 87 30 120} 40 |20 
Elaidinsiure .. . ¢ 88,9 40 |20] 40 |20 
12-Elaidinsiure . . ‘ 88,2 40 |}20} 40 |20 
Petroselaidinsaure 
(trans-6-Octadecen- 
siure) .. eals 5: ¢ : 40 |20}] 50 |30 
Petroselinséure 
(cis-6-Octadecen- 
Baure) . .... 29—30° ‘ 39, 2 5 20 
Linolsaure . . : — rik y 20 
10.12-Octadec adien- 
siure. . 5 56—57% 18 A 2 40 
9.11- Octadecadien- 
siure ... : 53—54° 
Ricinensaure .. . — ; 80 
Linolensaure .. . — 27 270,3 60 
B-Elaostearinsaure . 7° 27 "ee | 60 
Brassidinsiure . . 58—59° f 73,3 | 40 
Erucaséure ... . 33° f 73,8 40 
Vitamin-A-Saure . - — 80 


* 9.11-Octadecadiensiure 


4,91 mg Sbst.: 13,916 mg CO,, 5,060 mg: H,0. 
C,3H3,0, (280,4). Ber. C77 109, 
Gef. C 77,34, 






































** Ricinensadure 
4,709 mg Sbst.: 13,310 mg CO,, 4,762 mg H,O. 
C,sHz0, (2804). Ber. ©77,09, 11,50. 
Gef. C 77,13, H 11,32. 
*** §-Elaostearinsiure 
4,409 mg Sbst.: 12,544 mg CO,, 4,239 mg H,0. 
CisHzo0, (278,4).. Ber. (77,65, H 10,86, 
Gef. C 77,64, H 10,76. 


In Tab. 3 sind fiir eine Anzahl] ungesattigter Sauren die in vitro be- 
stimmten antituberkuliren Hemmeffekte zusammengefaBt. Es handelt 
sich in der Hauptsache um C,,-Saéuren, daneben um Fettsiuren mit 11 
und 22 C-Atomen. Undecan- und Stearinséure wurden zum Vergleich 
mit herangezogen. 
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Die beiden C,,-Saéuren, Undecan- und Undecylensiure (= 10-Un- 
decensdure) unterscheiden sich in ihrer Hemmwirkung nicht. 
Diesen Befund haben wir in mehreren hundert Ansitzen immer wieder 
erhoben, denn beide Séuren dienen in unseren Versuchsreihen als Test- 
substanzen. Auch in anderen biologischen Bereichen 14Bt sich iibrigens 
ein spezifischer Einflu8 der Doppelbindung der Undecylensiure nicht 
feststellen; z. B. wirken Undecan- und Undecylensiure bzw. ihre Glyce- 
ride auf die gesunde und erkrankte Haut bei oraler oder lokaler Zufuhr 
in gleichem Mae ein »8, Die Hohe der antituberkuliren Hemm- 
wirkung, in unseren Versuchsbedingungen fiir beide Saéuren 1 : 120000 
bis 1:160000 bei 2° Serumzusatz, entspricht dem Gipfel der glocken- 
formigen Hemmungslinie der normalen Fettsiuren, welche, wie oben 
erwahnt, im Bereiche mittlerer Kettenlange ein Maximum des tuberkulo- 
statischen Effektes zeigen. 


Die in Tab. 3 auf die C,,-Saéuren folgende Stearinsiure eréffnet die 
Reihe der C,,-Saéuren; als deren erste Gruppe kann man die einfach un- 
gesittigten Octadecensdiuren Ol-, Elaidin-, 12-Elaidin-, Petroselaidin- 
und Petroselinsiure zusammenfassen. Bei diesen zeigt sich mit Ein- 
schluB der Stearinsaure eine auffallende Gleichformigkeit der wachstums- 
hemmenden Effekte, die sich praktisch kaum voneinander unterscheiden. 
Weder im Vergleich zur gesattigten Octadecansaure noch hinsichtlich 
der Lage oder Konfiguration der Doppelbindung zeigen sich deutliche 
Wirkungsunterschiede. Ol- und Elaidinséure, d.h. cis- und trans-9- 
Octadecenséure, verhalten sich nicht anders als cis- und trans-6-Octa- 
decensiiure. Diese Befunde weichen insofern von den Ergebnissen der 
Atmungsversuche von Franke und Mitarbb.”! ab, als dort die cis- 
konfigurierten Octadecensduren eine gréBere Atmungshemmung zeigten 
als die trans-konfigurierten. Die letzteren stimmten fast mit der gesattig- 
ten Saure iiberein. Dagegen war auch bei den Atmungsversuchen ein 
EinfluB des Ortes der Doppelbindung in der Fettséurekette nicht sicher 
erkennbar. 

In diesem Zusammenhang sei auch auf das weiter unten in Tab. 3 
aufgefiihrte Isomerenpaar der Cy -Siéuren hingewiesen: Erucasaure 
(cis-13-Dokosenséure) verhalt sich in vitro gegeniiber Tuberkelbazillen 
praktisch nicht anders als Brassidinsiure (trans-13-Dokosensiaure), d. h. 
die Konfiguration der Doppelbindung ist ohne Belang. 


Ein etwas anderes Bild zeigen die zweifach ungesattigten 
C,,-Sauren. Linolsiéure hemmt bei 2° Serumzusatz stirker als Olsiure, 
bei 9.11- und 10.12-Octadecadiensiure tritt die Steigerung der Hemm- 
Wirkung gegeniiber Olsiure noch deutlicher hervor, ebenso bei Ricinen- 
siiure, einem Gemisch von 9.11- und 9.12-Octadecadiensiure. Die Zu- 
nahme der wachstumshemmenden Eigenschaften bei den zweifach un- 
gesittigten C,,-Saiuren gegeniiber den einfach ungesittigten halt sich in 


*8 G. Weitzel u. O. Nast, Hautarzt 2, 356 [1951]. 
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bescheidenen Grenzen; zwar werden die Hemmwirkungen von Stearin- 
und Olsiure deutlich iiberschritten, diejenigen von Undecylen- und 
Undecansiure aber nicht erreicht. Ob die im Vergleich zu Linolsiure in 
allen Versuchen etwas stiirkere Wirksamkeit der konjugiert-unge- 
saittigten Octadecadiensiuren auf die Konjugation der Doppelbindungen 
zuriickzufiihren ist, laBt sich wegen der zu geringen Wirkungsdifferenzen 
nicht sicher entscheiden. ; 

Linolen- und £-Eliostearinsiiure, die beiden dreifach ungesattig- 
ten Siuren der Tab. 3, weisen gegeniiber den zweifach ungesittigten 
Siiuren keine weitere Zunahme des antituberkulairen Effektes auf. Dabei 
vertritt Linolsiiure (9.12.15-Octadecatriensiure) den Typ des isoliert-, 
B-Elaostearinsiure (9.11.13-Octadecatriensiure) den Typ des konju- 
giert-ungesattigten Systems. In den Atmungsversuchen Frankes?! 
hatte sich dagegen eine Zunahme der Atmungshemmung bei siiurefesten 
Bakterien mit der Zahl der Doppelbindungen ergeben, d. h. der auch in 
unseren Versuchen gefundenen stirkeren Wirkung der Octadecadien- 
siuren im Vergleich mit den einfach ungesiattigten C,,-Siéuren stand eine 
nochmalige Steigerung der Atmungshemmung bei den Octadecatrien- 
sdiuren gegeniiber. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen, wie oben bereits er- 
waihnt, Bergstré6m und Mitarbeiter?” bei der Priifung von, Stearin-, 
Ol, Linol- und Linolensiure. 

Zwischen den Versuchsergebnissen Frankes?!, Bergstréms” und 
den unseren besteht also nur zum Teil Ubereinstimmung, vermutlich 
deshalb, weil die Untersuchungstechnik und die benutzten Bakterien- 
stiimme sehr voneinander verschieden waren. Um unsere Befunde zu 
sichern und zu verbreitern, haben wir u. a. Ol-, Linol- und Linolenséure 
zusammen mit Undecylensiure auf Hohnschem Eiernahrboden gepriift. 
Gegeniiber dem humanen Stamm H 37 Rv, einem bovinen Stamm und 
einem aus einem Patienten isolierten Stamm des Mycobacterium tuber- 
culosis zeigten die drei C,.-Siuren Hemmeffekte, die simtlich zwischen 
1:1000 und 1:2000 lagen, eine Abstufung der Wirkung nach der Zahl 
der Doppelbindungen war nicht zu erkennen. Undecylenséure hemmte 
dagegen, ganz entsprechend zuden auf waBrigem Nahrmedium erhaltenen 
Resultaten, etwa doppelt so stark, ihre wirksame Grenzverdiinnung be- 
lief sich auf 1:4000. Weiterhin ergab der Vergleich von Olsiiure mit 
Elaidinséiure sowie mit cis- und trans-6-Octadecenséure auf Hohnschem 
Nahrboden, dafB§ zwischen diesen ungesittigten Séiuren keine Wirkungs- 
unterschiede bestehen, die Hemmeffekte lagen durchweg bei 1: 1000 bis 
1:1500. Etwas stiirker wirksam waren auf Hohnschem Nahrboden, den 
Hemmwirkungen in wiBrigem Naihrmedium entsprechend, die zweifach 
ungesittigten Saiuren: 10.12-Octadecadiensiure und Ricinensaure be- 
saBen in mehreren Ansitzen die Hemmwirkung 1:2000 bis 1:3000. 

Aus den oben in Tab. 1 und 2 zusammengefaBten Versuchsergeb- 
nissen geht hervor, da Glyceride in vitro nur sehr schwache tuber- 
kulostatische Effekte aufweisen, unabhaingig davon, ob ihre Fettsiuren 
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in freier Form stark oder schwach wirksam sind. Da im Tierkérper 
Glyceride gespalten werden und Fettsiéiuren im Zellstoffwechsel in 
mannigfacher Weise chemisch verindert werden kénnen, lassen sich aus 
den in-vitro-Versuchen mit Glyceriden keine direkten Folgerungen auf 
das Verhalten in vivo ziehen, wenn man nicht auch die tuberkulostati- 
schen Eigenschaften der betreffenden freien Saiuren kennt. Dement- 
sprechend enthalt Tab. 4 die Resultate der antituberkuliren Priifung 
freier Gesamtfettsauren natiirlicher Fette. 


Tab. 4. Tuberkulostatische Wirkung der freien Gesamt-Fettsduren 
aus natiirlichen Fetten. 
Die Werte bezeichnen das Tausendfache der wirksamen Grenzverdiinnung. 


we Serumgehalt der Nahrlésung. 





['ypus humanus Typus 
| bovinus 


JZ 


Freie Gesamt-Fettsauren é 
baw. H 37 Rv 


aus HJZ 





A—D 

| 2% | 5% | 2% | 5° 2% | 
Leinél . jae.) 24 oe 50 | 20 | 60 
Lebertran ....... 171,0 60 60 30 50 
Herings6!l A eines 170,4 40 60 30 50 
Herings6] B . . . . . . | (67,7 40 20 50 20 40 
Herings6l polymerisiert 86,4 60 40) 60 40 40 
Fundefett . . ws es 64,6 80 40 100 60 80 
CC | a 9,8 120 60 140 80 160 











Chaulmoogra-Ol Prk, 101,6 600 300 720 400 800 | 350 


Auch hier ist die Frage zu stellen: Bestehen Zusammenhange 
zwischen Zahl und Art der ungesattigten Bindungen und der anti- 
tuberkuliren Wirksamkeit ? Ein Vergleich der Jodzahlen bzw. Hydrier- 
jodzahlen mit den Hemmungswerten in Tab. 4 zeigt eindeutig, daB dies 
nicht der Fall ist; die Ergebnisse sprechen durchaus gegen eine Steige- 
rung der Hemmwirkung durch Liickenbindungen. Denn die hoch- 
ungesattigten Fettsiuren aus Lebertran, Lein6l und Herings6l sind 
wesentlich schwacher wirksam als diejenigen aus Hundefett und be- 
sonders aus Kokosfett, welches nur eine geringe Jodzahl hat. Hier be- 
stiitigt sich unsere bereits friiher® am Beispiel Undecylensaiure/Undecan- 
siure vertretene Ansicht, daB nicht die Doppelbindungen, sondern die 
Kettenlangen fiir die tuberkulostatischen (und fungistatischen) Wir- 
kungen verantwortlich sind. 

Besondere Aufmerksamkeit verdienen die mit den freien Sauren des 
Lebertrans erhaltenen Hemmungswerte, gerade weil sie keine besonders 
starken antituberkuliren Effekte zeigen. Man hatte auf Grund klini- 
scher Beobachtungen und Vermutungen® ® 1! 16 2° erwarten kénnen, 
dai die Lebertran-Fettsauren sich in ihrer wachstumshemmenden Wir- 
kung iiber die Gesamt-Sauren anderer Fette herausheben wiirden. Ein 


29 (, G. Zébisch, Med. Klinik 45, 13 [1950]. 
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solches Verhalten wiire auch vom chemischen Standpunkt aus zu be- 
griinden gewesen, denn die Lebertran-Fettsiuren besitzen zum groBen 
Teil eine ganz ungewohnliche chemische Struktur. Nach Treibs und 
Schlegel®® fehlen im Lebertran die normalen charakteristischen In- 
haltssauren fetter Ole, nimlich Ol-, Linol- und Linolensiure, dafiir ent- 
halt er an ungesittigten Saiuren Isodlsiiure, Erucaséure, Selacholein- 
siure, wahrscheinlich Cetoleinsiure, und vor allem als stark ungesattigte 
Sauren zwei Hexaensiiuren C,.H,,0,. Die letzteren besitzen sechs isolierte 
Doppelbindungen und machen etwa 25 Gew.% der Gesamtfettsiuren des 
Lebertrans aus. Wie aus Tab. 4 hervorgeht, weicht die Hemmwirkung 
der Lebertran-Fettsiuren praktisch nicht von derjenigen der chemisch 
ganz anders aufgebauten Lein6l-Fettsiuren ab und ist weit geringer als 
diejenige der Kokosfettsiuren, so da8 sich aus diesen in-vitro-Versuchen 
keine Anhaltspunkte fiir eine spezifische antituberkulare Hemmwirkung 
des Lebertrans ergeben. 

Die freien Fettsiuren aus eames Ol nehmen in Tab. 4 eine 
besondere Stellung ein. Wahrend Chaulmoogra-(l selbst sich kaum von 
anderen Fetten unterscheidet (Tab. 1), zeigen die freien Saéuren eine sehr 
hohe Wirkung, welche diejenige der Gesamtfettsiuren aus anderen 
Fetten um rund das Zehnfache iibertrifft. Dieser hohe antituberkulire 
Effekt ist mit Sicherheit auf die Fiinfring-Sauren des Chaulmoogra-Ols 
(Chaulmoogra- und Hydnocarpussaure) zuriickzufiihren, wobei zunachst 
offen bleiben muB, ob die Doppelbindung des Cyclopentenyl-Rings 
an der Wirkung beteiligt ist. Auf Grund unserer Erfahrungen mit un- 
gesattigten Fettstoffen méchten wir dieser Doppelbindung keinen aus- 
schlaggebenden Einflu8 auf die antituberkulére Wirkung zuschreiben, 
vielmehr diirfte der Fiinfring an sich fiir die besonders hohe Wirkung der 
Chaulmoogra-Fettsiuren verantwortlich sein. Aus der Literatur ist die 
Frage nach einem etwaigen spezifischen antituberkuliéren Effekt der 
Doppelbindung im Cyclopentenylring nicht klar zu beantworten, da sich 
die Versuchsergebnisse und Meinungen der verschiedenen Autoren kraf 
widersprechen, siehe hierzu Prigge*! und Franke}. 


Auf Hohnschem Nahrboden ergibt sich fiir die freien Gesamt- 
Fettsaéuren aus natiirlichen Fetten das gleiche Bild wie auf waBrigem 
Nahrmedium, nur sind die Hemmungswerte wie sonst auch-(s. 0.) auf 
mehr als ein Zehntel verkleinert. Die héchste Wirkung zeigen die freien 
Sauren des Chaulmoogra-Ols (1:12000), dann folgen die Kokosfett- 
sduren (1:3000), darauf die Fettséuren aus Lein6l, Lebertran und Hunde- 
fett (1:1500). Dagegen erreichen die Gesamtfettsiuren aus — 
siertem Herings6él den Hemmwert 1:1000 nicht mehr. 


In Tab. 5 sind die Resultate zusammengestellt, die wir bei der 
antituberkulaéren Priifung verschiedener unverseifbarer Fettstoffe er- 
30 W. Treibs u. I. Schlegel, Pharmazie 5, 303 [1950]. 


31 R. Prigge, Naturforsch. u. Med. in Deutschland 1939—1946 (FIAT-Rev.), 
43, 203—254 [1948]. 
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hielten. In der Literatur werden einigen dieser Fettstoffe zum Teil sehr 
hohe antituberkulare Effekte zugeschrieben. Z. B. enthalt nach K1ip** ** 
die unverseifbare Fraktion des Lebertrans Substanzen, welche in der 
Verdiinnung 1:1 Million das Wachstum von Tuberkelbazillen noch 
Tab. 5. Tuberkulostatische Wirkung einiger unverseifbarer Fettstoffe in vitro. 


Die Werte bezeichnen das Tausendfache der wirksamen Grenzverdiinnung. 
% = Serumgehalt der Nahrlésung. U.V. = Unverseifbares. 





n r . 
Typus humanus Typus 


Substanz H 37 Rv bovinus 
2% | 5% 
U.V. aus Lebertran. . . 20 15 : 
U.V. aus weenie Herings . 20 10 2 f y 10 
Piytol .. 9. s ao es 5) 80 p 60 
Isophytol ........... «| 80 50 j 40 
Vitamin-A-Alkohol ....... .| 20 15 2 2 ‘ 15 
Vitamin-A-Aldehyd ....... .| 20 20 y 5 ‘ 20 
Vitamin-A-Methylather ..... .| 20 2 ‘ 25 , 20 
Perhydro-VitaminA ...... .| 80 60 5 60 
Anhydro-VitaminA....... .}| 20 15 2 : 5 10 
rears. y : 100 



































deutlich hemmen. Hierfiir sollen gesattigte und ungesattigte ,-Gly- 
cerylather verantwortlich sein. Die betreffenden Substanzen tiben jedoch 
nach Klip und Mitarbb.** auf die Meerschweinchentuberkulose keine 
therapeutischen Effekte aus, verhalten sich vielmehr im Tierversuch 
mehr oder weniger toxisch. In unseren Versuchen zeigte das Unverseif- 
bare aus Lebertran keine besonderen tuberkulostatischen Effekte. Das 
gleiche gilt auch fiir die unverseifbare Fraktion aus polymerisiertem 
Herings6l. 

Anders verhalt sich Phytol: es gehort zu den methylverzweigten, 
primaéren Alkoholen mit hoher Kohlensioffzahl, d.h. zu einer Gruppe 
langkettiger polarer Verbindungen, die allgemein in vitro hoch wirksam 
sind. Seine in Tab. 5 angegebene Hemmwirkung entspricht etwa der- 
jenigen des n-Hexadecanols, eine spezifische Beeinflussung der Wirkung 
durch die in 2.3-Stellung befindliche Doppelbindung des Phytols liegt 
ohne Zweifel nicht vor. Isophytol besitzt eine deutlich schwachere 
antituberkulire Wirkung als Phytol. Die beiden Verbindungen sind 
strukturisomer, Isophytol (siehe Formel) hat jedoch als tertiarer Alkohol 


OH 


Isophytol CH,-CH.[CH,],-CH-[CH,],-CH-[CH,],-C-CH: CH, 
| 


CH, CH; CH; CH, 
82 W. Klip, Die Hemmwirkung von Vitamin D, und Lebertran auf das 
Wace -hstum von Mycobacterium tuberculosis (holland.). Medizin. Diss. Utrecht 1951. 
3 A. Emmerie, Chr. Engel u. W. Klip, Nature [London] 166, 787 [1950]. 
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eine ganz andere hydrophile Kopfgruppe und damit auch andere Grenz- 
flicheneigenschaften als Phytol. Dies konnten wir** durch Spreitungs.- 
messungen direkt nachweisen. 


Da fiir die antibakterielle Wirkung langkettiger aliphatischer Ver- 
bindungen die Grenzflichenaktivitat, d. h. in unserem Falle die Bildung 
eines Oberflichenfilms auf der AuBenschicht des’ Tuberkelbazillus, eine 
wesentliche Rolle spielen diirfte, ist es verstiindlich, daB strukturisomere 
Verbindungen wie Phytol/Isophytol sich in ihren tuberkulostatischen 
Eigenschaften verschieden verhalten. Das gilt jedoch nur fiir waBriges 
Nahrmedium, denn auf Hohnschem Nahrboden wirken die 
beiden Alkohole nicht tuberkulostatisch. Diese Diskrepanz 
beobachteten wir auch bei anderen langkettigen Alkoholen: Trotz hoher 
antituberkulirer Effekte in wibriger Naihrlésung zeigten sich auf festem 
Nahrboden praktisch keine Hemmwirkungen; ahnlich wie die Alkohole 
verhalt sich auch Squalen (s. u.). Die noch ausstehende Deutung dieser 
Erscheinung mu beriicksichtigen, daB im Gegensatz zu den Alkoholen 
die Parallelitét der Hemmeffekte auf waBrigem und festem Nahrboden 
bei Carbonsauren vorhanden ist. 


Wie weiterhin aus Tab.5 hervorgeht, untersuchten wir auch 
einige Verbindungen der Vitamin-A-Gruppe: neben dem eigentlichen 
Vitamin A (=A-Alkohol) den A-Aldehyd, den A-Methylather, das 
Anhydrovitamin A und das Perhydrovitamin A. Diese Verbindungen 
zogen wir deshalb heran, weil sie einerseits hochungesattigte, konjugierte 
Systeme darstellen und weil anderseits dem Vitamin A in der klinischen 
Literatur (siehe hierzu?*) ein giinstiger therapeutischer Einflu8 auf die 
menschliche Tuberkulose zugeschrieben wird. Wie aus Tab. 3 hervorging, 
lieB sich bei einigen konjugiert ungesiattigten Sauren, wie z. B. den 
Octadecadiensiuren, weniger deutlich bei Vitamin-A-Saure, eine geringe 
Steigerung der antituberkuliren Wirkung feststellen. Von den Vitamin- 
A-Verbindungen der Tab. 5 (Formelbilder siehe in *4) besitzen Alkohol, 
Aldehyd und Methylather das unversehrte Pentaensystem, das Anhydro- 
vitamin A enthalt 6 konjugierte Doppelbindungen, wihrend das Per- 
hydrovitamin voll gesittigt ist. Bei allen diesen Vitamin-A-Verbindungen 
findet man eine deutliche tuberkulostatische Wirkung, doch ist sie recht 
gering. AufschluBreich ist der Vergleich zwischen A-Alkohol und Per- 
hydrovitamin: Beide Verbindungen unterscheiden sich lediglich durch 
das Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein des Pentaensystems. Die 
antituberkulire Wirkung ist bei der hydrierten Verbindung deutlich 
hoher als bei der ungesittigten, ein Befund, den wir mehrfach reprodu- 
zieren konnten, und der durchaus gegen eine spezifische Hemmwirkung 
des konjugiert ungesiattigten Systems spricht. 

SchlieBlich ist in Tab. 5 auch der ungesattigte Kohlenwasserstoff 
aie (siehe Formel) aufgefiihrt. 


4 G.W eltnnt u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 290, 33 [1952]. 
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[CH,-C: CH.(CH,),-C: CH-(CH,),-C: CH-CH, }, 
| | 
| 
CH, CH, ( ‘H 3 


Squalen, Cy ,H5, 


Diese Verbindung soll nach Ansicht japanischer Autoren (zitiert 
nach Prigge*') einen hohen antituberkularen Effekt, auch bei experi- 
menteller Kaninchentuberkulose, besitzen. Da-Squalen formal als 
Difarnesyl aufgefaBt werden kann, priifte Prigge*? bei experimenteller 
Meerschweinchentuberkulose in Ermangelung von Squalen die Wirkung 
von Farnesol, konnte jedoch keinen EinfluB feststellen. Man mu aller- 
dings beachten, daB Farnesol (C,;H,,O0) ein primarer Alkohol, Squalen 
ein Kohlenwasserstoff ist, so daB abgesehen von der Differenz der Kohlen- 
stoffzahlen beiden Verbindungen ganz verschiedene Grenzflicheneigen- 
schaften zukommen. 

In unseren in-vitro-Versuchen zeigte Squalen in wiBriger Nahr- 
lésung eine relativ hohe Wirkung, die auch bei Zusatz von 5°, Human- 
serum erhalten blieb. Im Gegensatz dazu lieB sich auf Eiernaihrboden 
kein tuberkulostatischer Effekt des Squalens nachweisen. Dieser auf- 
fallende Unterschied diirfte darauf beruhen, daf im Eiernaihrboden 
das Squalen sich in den Lipoiden des Nahrmediums lést, von ihnen fest- 
gehalten wird und dadurch nur in sehr geringer Konzentration an die 
Tuberkelbazillen herankommt. In der waBrigen Nahrlésung stellt da- 
gegen die Oberflache der Tuberkelbazillen die einzige lipophile Phase dar, 
so daB hier mit einer Anreicherung des vollig hydrophoben Squalens auf 
der AuBenschicht der Bakterien zu rechnen ist. 

Fiir unermiidliche und verstandnisvolle Mitarbeit danke ich Fraulein Christa 
Vierke }, Fraulein Renate Beenss und Frau Gertrud Langenberg. 


Zusammenfassung 


Auf fliissigem, synthetischem Nahrmedium und auf Eiernihrboden 
nach Hohn wurde die tuberkulostatische Wirkung natiirlicher Fette, 
synthetischer Glyceride, freier Gesamtfettsiuren aus Naturfetten, reiner 
ungesaéttigter Fettsiuren und unverseifbarer Fettstoffe untersucht. 

Bei Neutralfetten und den daraus gewonnenen Gesamtfettsauren 
waren Zusammenhiange zwischen Jodzahl und antituberkulaérer Wirkung 
nicht zu erkennen. Bei reinen Fettsiuren zeigten in der C,,-Reihe die 
zweifach ungesattigten, besonders diejenigen mit zwei konjugierten 
Doppelbindungen, etwas stiirkere wachstumshemmende Effekte als die 
einfach ungesattigten. Die letzteren unterschieden sich nicht von ge- 
sittigter n-Octadecansiure. Dreifach ungesittigte Fettsiuren wirkten 
nicht stirker als solche mit zwei Doppelbindungen. 

Verbindungen der Vitamin-A-Gruppe mit 5 bzw. 6 konjugierten 
Doppelbindungen besaBen nur geringe antituberkulire Wirksamkeit. 


* R, Prigge, Klin. Wschr. 20, 658 [1940]. 
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Phytol und Squalen zeigten auf wiBrigem Naihrmedium ausgepriigte 
wachstumshemmende Eigenschaften, jedoch nicht auf Hohnschem Nahr. 
boden. 

Im Hinblick auf die bescheidenen tuberkulostatischen Effekte der 
meisten ungesittigten Verbindungen, die in der vorliegenden Arbeit in 
vitro gepriift wurden, ergeben sich keine Anhaltspunkte fiir die im 
klinischen Schrifttum verbreitete Ansicht, wonach Fettstoffe wie Leber: 
tran, Leinél, Linol- und Linolensiure, Vitamin A und dergleichen auf 
Grund ihres ungesattigten Charakters eine spezifische antituberkulire 
Wirkung besitzen sollen. 

















